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Bd. 301 (1955) 


Abbau des Kollagens und des Prokollagens 


mit Natriumperjodat und Phenyljodosoacetat 
Von 
W. Gra8mann und K. Kiihn 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Miirz 1955) 


1935 fanden GraBmann und Schleich! im Hautkollagen eine 
Kohlenhydratkomponente. Auf Grund der spektralphotometrischen 
Auswertung der Orcinreaktion nach der Methode von Sgrensen und 
Haugaard? war es wahrscheinlich, daB es sich um Galaktose und 
Glucose im Mol.-Verhaltnis von 1:1 in einer Gesamtmenge von knapp 1% 
handelt. DaB die ,,Lactose“‘ den Kollagenfasern selbst angehdért, lag 
deswegen nahe, weil man die Kohlenhydratkomponente in der angege- 
benen Héhe sowohl in weitgehend gereinigtem Kollagen wie in histo- 
logisch einheitlichen Kollagenfasern der Haut findet. Ihre Menge andert 
sich weder bei der Hitzschrumpfung der Fasern noch bei einer langeren 
Behandlung der Haut mit Alkali, wobei die Mucine in Lésung gehen!. 
Als weiterer Bestandteil ist von F. Schneider in unserem Institut 
Glucosamin gefunden worden’, und es ist gelungen, nach einer Partial- 
hydrolyse mit Baryt die Kohlenhydratkomponente in einer Ausbeute 
von etwa 30% des vorhandenen Zuckers auf etwa das Zweihundertfache 
anzureichern; in dem so erhaltenen Produkt, iiber dessen Untersuchung 
wir in einer getrennten Abhandlung berichten, treffen auf 1 ,,Lactose“* 
noch etwa 3 Atome Stickstoff. 

Nach einer spiter von F. Schneider entwickelten Vorstellung‘ 
sollen die Polypeptidketten des Kollagens durch kurze Zuckerbriicken 
getrennt sein, die einerseits esterartig mit Carboxyl-, andererseits 
N-glykosidisch mit Aminogruppen der Peptidketten verkniipft sind. 

Die Anwesenheit von Kohlenhydraten in der Kollagenfaser und in gereinigtem 
Kollagen ist inzwischen von einer groBen Anzahl von Bearbeitern bestatigt worden, 
so von Beek‘, der gleichfalls die Orcinmethode anwandte, und von Bangle und 
Alford®, die mit der Anthronmethode arbeiteten. Glegg, Eidinger und Leb- 


1 W. GraBmann u. H. Schleich, Biochem. Z. 277, 320 [1935]. 

2 M. Sorensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 [1933]. 

3 F. Schneider, Collegium [Darmstadt] 1940, 97. 

4 F. Schneider, Vortrag auf der Tagung f. physiol. Chemie, Frankfurt a. M. 
[1949]; s. auch Angew. Chem. 61, 259 [1949]. 

5 J. Beek, J. Amer. Leather Chemists Assoc. 36, 696 [1941]. 

6 R. Bangle u. W.C. Alford, J. Histochem. Cytochem. 2, 62 [1954]. 
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lond? wiesen in allerdings nicht besonders gereinigtem Gewebskollagen chromato. 
graphisch Galaktose, Glucose und Fucose nach. Highberger, Gross und Schmitt 
berichten iiber Galaktose, Glucose, Mannose und Glucosamin. Noch in einem anderen 
Vertreter der Faserproteine, nimlich im Fibrin ®!° sind inzwischen Kohlenhydrat- 
anteile nachgewiesen worden. 

Die Kohlenhydrate im Kollagen sind in neuerer Zeit deswegen 
besonderem Interesse begegnet, weil viele Befunde dafiir sprechen, daf 
Kohlenhydrate oder Glykoproteine in irgendeiner Weise an der Bildung 
von Fasern mitbeteiligt sind. Die sogenannten Reticulinfasern, die im 
elektronenmikroskopischen Bild vollstandig mit den Kollagenfasern 
iibereinzustimmen scheinen!!, sind offenbar reicher an Kohlenhydraten 
als das eigentliche Kollagen’, worauf gewisse Unterschiede in der histo. 
logischen Anfarbung zuriickgefiihrt werden. Die amorphe Grundsubstanz, 
in der die Bildung der Fibrillen, beispielsweise in embryonalen Geweben, 
vor sich geht, ist reich an Mucoproteiden!*13, und von Pahlke"™ sind 
Argumente dafiir beigebracht worden, daf wahrend der Reifung von 
Kollagenfibrillen Kohlenhydrate in das Faserinnere eingelagert werden. 
Bei der Abscheidung von Kollagenfasern aus den nach Nageotte", 
Orechowitsch'® und F.O. Schmitt u.a.!? herstellbaren Kollagen. 
lésungen scheint u. a. die Anwesenbeit von kohlenhydrathaltigen Begleit- 
stoffen von Bedeutung dafiir zu sein, ob das normale Kollagen, das 
sogenannite ,,long spacing“‘-Kollagen oder die ,,Segmentform“ des ,,long 
spacing*‘-Kollagens zur Abscheidung gelangt!’. 

Durch Behandlung mit Hyaluronidase wird, wie wir finden; das 
Verhalten gegen Trypsin, dem gegeniiber die native Faser bekanntlich 
unangreifbar ist!® 19, nicht verindert; aber die Léslichkeit so vor. 
behandelter Fasern bei schwach saurer Reaktion wird nach Jackson® 
stark erhéht gefunden. 


7 R. E. Glegg, D. Eidinger u. C. P. Leblond, Science [New York] 118, 
614 [1953]. 

8 J.Gross, J. H. Highberger u. F. O. Schmitt, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
80, 462 [1952]. 

® R. Consden u. W. M. Stanier, Nature [London] 169, 783 [1952]. 

10 St. Szara u. D. Bagdy, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 11, 313 
[1953]. 

11H. Kramer u. K. Little, in J.T. Randall, Nature and Structure of 
Collagen, London [1953] (Discuss. Faraday Soc. Coll. and Biophysics Section 
26/27. 3. 1953), S, 37. 

22 J. Gersh u. H. R. Catchpole, Amer. J. Anatomy 85, 457 [1949]. 

13 §. F. Jackson, in Randall 1. c.1!, S. 151. 

4 G. Pahlke, Z. Zellforsch. mikroskop. Anatom. 89, 421 [1954]. 

nF Nagotte, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 184, 115 [1927]. 

16 V.N. Orechowitsch, A. A. Toustanovski u. N.I. Plotnikova, Do. 
klady Akad. Nauk S.S. S. R. 60, 837 [1948]. Biokyimiya (UdSSR) 18, 55 [1948], 

1” F,O.Schmitt, J.Gross u. J.H. Highberger, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA 39, 459 [1953]. 

18 W.GraBmann, Collegium [Darmstadt] 1984, 549; Kolloid-Z. 77, 205 
[1936]. 

19 W. GraBmann, J. Janicki u: F. Schneider, Stiasny-Festschrift 1937, 
Darmstadt, S. 74. 
20 §. F. Jackson u. J. T. Randall, 








in Randall 1. c.1!, S. 186: 
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Es diirfte also feststehen, dag den Kohlenhydraten irgend eine 
wesentliche Rolle beim Aufbau der Fasern zukommt. Aber es scheint 
zunachst offen, ob die Zuckerbestandteile einer Kitt- oder Hiillsubstanz 
angehéren (woftir das Verhalten gegen Hyaluronidase sprechen kénnte), 
ob sie an den Seitenketten des Kollagenmolekiils, also beispielsweise 
an den Hydroxylgruppen der Oxyaminosaéuren hingen, oder ob sie, 
gemiB der Vorstellung von Schneider‘, durch Ester- bzw. N-Glykosid- 
bindungen in die Polypeptidkette selbst eingebaut sind. Tatsichlich 
spricht das Verhalten des Kollagens*! und Prokollagens®? beim redu- 
zierenden Abbau mit Lithiumborhydrid®**™ fiir das Vorliegen einer 
esterartigen Verkniipfung bestimmter Aminosiuren. 


Ein weiteres Argument fiir diese Vorstellung ergibt sich aus dem 
im folgenden beschriebenen Verhalten von Kollagen und Prokollagen 


_ gegeniiber NaJO, und Phenyljodosoacetat (PJA). Beide Faserproteine 


werden, wie wir finden, durch die genannten Reagenzien, die offenbar 
an den Kohlenhydratresten angreifen, gelést und zu Produkten geringerer 
Kettenlinge abgebaut. 


Die Verwendung von NaJO, zum Nachweis von zuckerhaltigen Proteinen ist 
nicht neu. Sie dient in der Histologie in Form der sogenannten ,,perjodic acid Schiff-“ 
Reaktion®® (PAS-Reaktion) zur spezifischen Anfarbung der Mucopolysaccharide 
und anderer kohlenhydrathaltiger Proteine, darunter auch des Kollagens und des 
Reticulins!!, Die betreffenden Gewebe werden mit Perjodsiure bzw. NaJO, oxy- 
diert, und anschlieBend mit fuchsinschwefliger Saure (Schiffsches Reagens) ange- 
farbt, wobei bei Anwesenheit. von Kohlenhydraten die bei der Oxydation gebildeten 
Aldehydgruppen eine Rotfarbung verursachen. Neuerdings sind fiir den gleichen 
Zweck auch Aryljodosoacetate empfohlen worden**, deren Oxydationswirkung 
nach Pausacker?®’, Criegee und Beuker®® und Lhotka* derjenigen des NaJO, 
gleichwertig ist. Statt mit fuchsinschwefliger Saure kann man die mit Perjodat be- 
handelten Gewebe bzw. Fasern zur Sichtbarmachung der Aldehyde auch mit leicht 
reduzierbaren Silbersalzlésungen behandeln®®, wobei metallisches Silber abgeschie- 
den wird. Bei Kollagen soll diese Abscheidung von Silber nach vorausgehender 
Perjodateinwirkung vorzugsweise in den D-Teilen erfolgen". 

Die PAS-Reaktion an menschlicher Haut und Rinderhautpulver ist von 
Bangle und Alford® eingehend untersucht worden. Nach den Ergebnissen dieser 
Autoren beruht die Farbung mit fuchsinschwefliger Saure nicht auf vorgebildeten 
Aldehydgruppen, da sie ohne Vorbehandlung mit Perjodat negativ ausfallt. Nach- 
dem sie weder durch Entfetten des Materials, noch durch Einwirkung von Diastase 
beeinfluBt wird, ist die Méglichkeit einer Beteiligung von Lipoidbestandteilen oder 
von Glykogen und ahnlichen Polysacchariden mit hoher Wahrscheinlichkeit auszu- 
schlieBen. Eine Blockierung der freien OH- oder NH,-Gruppen durch Acetylierung 
oder Benzoylierung vor der Einwirkung von Perjodat fiihrt erwartungsgemaiB 


21 W. GraBmann u. H. Endres, unverdéffentlicht. 

22 W. GraBmann, H. Endres u. A. Steber, Z. Naturforsch. 9b, 513 [1954]. 
23: W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 86, 1477 [1953]. 
24 W. GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, Chem. Ber. 88, 102 [1955]. 
J. F. A. McManus, Nature [London] 158, 202 [1946]. 

J. F. Lhotka, Nature [London] 174, 882 [1954]. 

K. H. Pausacker, J. chem. Soc. [London] 19538, 107. 

R. Criegee u. H. Beuker, Liebigs Ann. Chem. 541, 218 [1939]. 

29 N. Dettmer u. W. Schwarz, Z. wiss. Mikroskop. mikroskop. Techn. 61, 
423 [1954]. 
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Tab. 1. Einwirkung von NaJO, und Phenyljodosoacetat auf Kollagen (a) und Prokollagen (b). 


W. GraBmann und K. Kihn, 
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ebenso zum Verschwinden der Reak. 
tion wie eine Umsetzung der gebi. 
deten Aldehydgruppen mit Anilin. 
hydrochlorid oder Phenylhydrazin 
nach der Perjodatbehandlung. Nach 
ihren Ergebnissen sehen es die Av. 
toren als gesichert an, da der PAS. 
Reaktion eine Reaktion der im Kol. 
lagen vorhandenen Kohlenhydrat. 
gruppierung zugrunde liegt. 

Wie aus den in Tab. 1 zusam. 
mengefaBten Versuchsergebnis. 
sen hervorgeht, geht Kollagen 
mit NaJO, oder Phenyljodoso. 
acetat innerhalb eines Tages 
weitgehend, nach 4—6 Tagen bis 
auf geringfiigige Reste in Lésung. 
Der unlésliche Rest, der ebenso 
wie die Lésung mit Schiffschem 
Reagens eine positive Reaktion 
zeigt, unterscheidet sich, quaii- 
tativ im zweidimensionalen Chro. 
matogramm beurteilt, in seiner 

Aminosaéurezusammensetzung 
nicht charakteristisch vom Aus. 
gangsmaterial. Der Abbau des 
Prokollagens verlauft wesent- 
lich rascher als derjenige des 
Kollagens. Er ist unter vergleich- 
baren Bedingungen bereits nach 
einem Tag praktisch abgeschlos. 
sen. 

Eine Bestimmung der freien 
Aminogruppen nach van Slyke 
an dem nach 3 Tagen in Lésung 
gegangenen, von iiberschiissigem 
Oxydationsmittel und Salz be. 
freiten und anschlieBend gefrier- 
getrockneten Material  ergibt. 


unter Bericksichtigung der ¢f 


Aminogruppen des vorhandenen 
Lysins, eine mittlere Kettenlange 
von 25 Aminoséuren beim Ab- 
bauprodukt aus Kollagen, von 


etwa 21 Aminosaéuren beim Ab-> 


bauprodukt aus Prokollagen. 
Kollagen und Prokollagen stim- 


men in ihrer Aminosaurezusam- 
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mensetzung*” 3! und offenbar auch in bezug auf die beim Abbau mit 
krist. Trypsin entstehenden Abbauprodukte”? so gut wie vollstindig 
iiberein. Unterschiede bestehen lediglich in der Léslichkeit und, wie 
es scheint, im Kohlenhydratgehalt. Uberraschenderweise sind jedoch 
die mit NaJO, oder Phenyljodosoacetat aus Kollagen und Prokollagen 
erhaltenen Abbauprodukte keineswegs identisch. 

Das aus Kollagen erhaltene Abbauprodukt gelatiniert bei langerem 
Aufbewahren noch in 1- bis 2-proz. Lésung; es ist bis auf einen gering- 
figigen Rest nicht dialysierbar und verhalt sich bei der unter ver- 
schiedenen pu-Bedingungen durchgefiihrten Elektrophorese als weit- 
gehend einheitlich. Der isoelektrische Punkt, den wir papierelektro- 
phoretisch bestimmten, wurde bei px 9,2 gefunden (Abb. 1). Das Pro- 
dukt ist also wesentlich staérker basisch als das urspriingliche Kollagen. 





{10} \ 
Abb. 1. Papierelektrophoretische ¢ 54 Ne 
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Das Abbauprodukt aus Prokollagen dagegen gelatiniert auch in 
konzentrierter Lésung nicht und ist mindestens zum groBten Teil dia- 
lysierbar. Bei px 4,7 erweist es sich als elektrophoretisch uneinheitlich, 
wobei der gréBte Teil gleichfalls zur Kathode wandert. 

Qualitativ durch zweidimensionale Papierchromatographie gepriift, 
enthalten die Oxydationsprodukte aus Kollagen und Prokollagen alle 
im Ausgangsmaterial enthaltenen Aminoséuren und zwar in ungefahr 
unverandertem Verhiltnis. 

Die Ergebnisse einer quantitativen Aminosaéurebestimmung, die 
wir an dem oxydierten Produkt aus Kollagen nach der vor kurzem mit- 
geteilten elektrophoretisch-chromatographischen Methode*! durchfihr- 
ten, zeigt Tab. 2. 

Die Gegeniiberstellung der an oyxdiertem Kollagen erhaltenen 
Werte mit denjenigen, die am Kollagen selbst von uns*! sowie von 
Bowes und Kenten™ gefunden wurden, la8t nur sehr geringe Unter- 
schiede erkennen. Der fiir Glykokoll gefundene Wert des oxydierten 
Kollagens differiert etwas mit demjenigen unserer eigenen Analyse am 
Kollagen, stimmt aber mit den Literaturwerten ausgezeichnet iiberein, 
denen gegeniiber der von uns gefundene Wert etwas niedriger war. Die 


30 J. H. Bowes u. R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 358/365 [1948]; J. H. 
Bowes, R. G. Elliott u. U.S. A. Moss, in J. T. Randall, 1. c.4, S. 199. 
31 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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Tab. 2. Bausteinanalyse des mit PJA oxydierten Kollagens*!. 








: Vergleichszahlen fiir Kollagen 
Aminosauren XK — ” nach , 
— (31) (30) 

Asparaginséure . . 4,12 4,20 4,3 
Glutaminsaure . . 5,95 7,14 7,1 
Glykokoll ... . 33,20 32,51 33,2 
Alanin. ..... 10,80 10,91 9,8 
ir eae 2,60 3,97 2,8 
Threonin. .... 1,90 1,52 1,8 
Tyrosin ..... 0,50 0,52 0,7 
J a= 1,90 2,16 27 
Methionin .... 0,65 0,46 0,5 
Tsoleucin. . . .. j 1,22 ‘ 
toma. .... . 3,65 2°43 3,9 
Phenylalanin. . . 1,70 1,76 5 He) 
Pron. ..... 13,50 13,31 12,1 
Oxyprolin .... 9,00 9,19. 10,0 
Histidin. .... 0,55 0,65 0,5 
[i.e 3,00 2,92 2,8 
Arginin ..... 5,10 5,19 4,7 
Unbekannt. ... 1,95 — 0,8 











Differenz beim Serin und beim Threonin iiberschreitet nicht die Unter. 
schiede, die "zwischen unseren Analysen und derjenigen der englischen 
Autoren bestehen. Sicher sind diese beiden Aminosauren, bei denen am 
ehesten mit einem Angriff des Oxydationsmittels zu rechnen gewesen 
ware; nicht in wesentlichem Umfange verindert worden. Auffallig und 
zunichst nicht zu erklaren ist die deutliche Verringerung der Glutamin- 
sdure; ihr steht eine geringe Erhéhung der basischen Fraktion gegeniiber, 
die praktisch vollstiéndig auf ein nicht identifiziertes basisches Produkt 
entfallt, das ziemlich unscharf mit einem Ry-Wert von 0,45 (Phenol- 
Kresol wassergesattigt, NH,) wandert. Von einem irgendwie charakteristi- 
schen Angriff des Oxydationsmittels auf eine bestimmte Aminosaure 
kann nach den erhaltenen Ergebnissen nicht die Rede sein. 

Zur weiteren Kennzeichnung der mit Phenyljodosoacetat gewonne- 


nen Abbauprodukte aus Kollagen und Prokollagen wurden Endgruppen. | 


bestimmungen durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Aminoendgruppen 


nach Sanger® (vgl. auch 3) diente ein mit Phenyljodosoacetat ab- 


gebautes Produkt aus Kollagen, nachdem in die Abbaulésung zur 
Entfernung des iiberschiissigen Oxydationsmittels Schwefeldioxyd ein- 
geleitet und zu dessen Beseitigung wieder Luft durchgeleitet worden 
war. Die Chromatographie der DN P-Aminosiauren zeigte DNP-Glykokoll, 
DNP-Alanin und DNP-Leucin neben Dinitrophenol. 

Beim Abbauprodukt des Prokollagens wurde unter gleichen Be. 
dingungen nur DNP-Alanin und DNP-Leucin erhalten. Dagegen war 





82 F, Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 
33 W. GraBmann u. H. Hérmann, diese Z. 292, 24 [1953]. 
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Abbau des Kollagens und des Prokollagens 


DNP-Glykokoll auch nicht in Spuren zu finden, auch dann nicht, wenn 
die Siurehydrolyse des DNP-EiweiBes, bei der erfahrungsgemi8B DNP- 
Glykokoll zum groBen Teil zerstért ‘wird, unter sehr schonenden Be- 
dingungen durchgefiihrt wurde. 

Die carboxylendstandigen Aminosauren des Phenyljodoso- 
acetat-Abbauproduktes des Kollagens wurde sowohl mittels der 
Thiohydantoinmethode von Schlack und Kumpf* wie mit der DNP- 
Aminoalkoholmethode nach GraBmann, Hérmann und Endres2* 24 
ermittelt. Bei der Bestimmung nach Schlack und Kumpf wurden 
Glykokoll und Alanin erhalten, von denen das erstere mengenmafig 
iiberwiegt. Die Endgruppenbestimmung nach Reduktion mit LiBH,2* *4, 
die sowohl nach Veresterung mit Methanol-Acetanhydrid®* wie auch am 
unveresterten Produkt durchgefiihrt wurde, ergab in der qualitativen 
papierchromatographischen Ausfiihrung, in Ubereinstimmung mit dem 
Ergebnis der Methode von Schlack und Kumpf, DNP-Colamin und 
DNP-Alaninol neben etwas DNP-Glucosamin. Bei der quantitativen 
Durchfithrung unter chromatographischer Trennung an einer Kieselgel- 
Celitesiule*> wurden die in Tab. 3 wiedergegebenen Ausbeuten erhalten. 


Tab. 3. Quantitative Bestimmung der Carboxylendgruppen?**4, 














oxydiertes Kollagen nicht oxydiertes 
Aminoalkohole Kollagen?! 
ohne Veresterung | mit Veresterung** (verestert) 
DNP-Colamin 2,44 Mol %* 2,47 Mol %* 2,59 Mol %* 
DNP:Alaninol 1,24 Mol %* 1,46 Mol %* 1,35 Mol %* 
DNP-Glucosamin 0,23 Mol %* 0,38 Mol %* 0,76 Mol %* 


* Mol DNP-Aminoalkohol, bezogen auf 100 Mol Gesamtaminosiuren. 

** Verestert mit Methanol-Acetanhydrid. 

Die Menge der erhaltenen Aminoalkohole erweist sich als un- 
abhingig davon, ob vor der Reduktion verestert wurde oder nicht. 
Da nach allen vorliegenden Erfahrungen freie Carboxyle mit LiBH, 
unter den eingehaltenen Bedingungen nicht oder nur in schlechter Aus- 
beute reduziert werden, liegt, ebenso wie im analogen Fall der Ein- 
wirkung von LiBH, auf Kollagen?! und Prokollagen??, der Schlu8 nahe, 
da die der Reduktion zuginglichen Carboxyle, ebenso wie im Kollagen 
und Prokollagen selbst, auch im oxydierten Kollagen in esterartiger 
Bindung vorliegen. Aus der gefundenen Menge der Endgruppen kann 
auf eine mittlere Kettenlinge von etwa 25 Aminosiuren geschlossen 
werden, was mit dem aus dem Ergebnis der van Slyke-Bestimmung 
errechneten Wert gut iibereinstimmt. 

Die erhaltenen DNP-Aminoalkohole stimmen nach Art und Menge 
mit denen iiberein, die man aus mit Salzsiure und Methanol verestertem 


wi 334 J. N. Ashley u. C. R. Harrington, Biochem. J. 23, 1178 [1229'; vgl. 
auch |. ¢.28, 

34° P, Schlack u. W. Kumpf, diese Z. 154, 125 [1926]. 

3 W.GraBmann, H. Hérmann u. H. Endres, diese Z. 296, 208 [1954]. 
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Kollagen selbst nach Einwirkung von Lithiumborhydrid erhalt (Tab. 3, 
Spalte 3). Die Behandlung mit Phenyljodosoacetat hat also die Carboxyle 
des urspriinglichen Kollagens nicht verindert, insbesondere sind dabei 
keine Peptidbindungen aufgespalten worden. Lediglich die Ausbeute 
an DNP-Glucosamin ist erwartungsgemaB nach der Behandlung mit 
Phenyljodosoacetat stark vermindert; daf es nicht vollstandig ver. 
schwindet, scheint darauf hinzuweisen, daB nicht das gesamte Glucos. 
amin dem oxydierenden Abbau zugiinglich ist. 

An dem mit Phenyljodosoacetat abgebauten Prokollagen wurde 
lediglich die Carboxylendgruppenbestimmung nach der Reduktions. 
methode durchgefiihrt. Wiederum verhielt sich das Oxydationsprodukt 
aus Prokollagen in mehr als einer Hinsicht abweichend von demjenigen 
des Kollagens. Unter den isolierten DNP-Aminoalkoholen fehlt das 
Colamin vollstandig, und es wurde statt dessen DNP-Alaninol in der stark 
erhéhten Ausbeute von 2,72 Mol%, daneben aber DNP-Glutamindiol 
(1,21 Mol%) und eine kleine Menge von DNP-Valinol (0,47 Mol%) 
erhalten. DNP-Glucosamin fehlt vollstandig; im Prokollagen ist das 
Glucosamin also offenbar durch Phenyljodosoacetat vollstandig zerstért 
worden. 

Diese. Aminoalkohole erhailt man aber beim oxydierten Pro- 
kollagen nur nach vorhergehender Veresterung. Ohne Veresterung 
werden (abweichend von dem Verhalten des Oxydationsproduktes des 
Kollagens — und abweichend vom nicht oxydierten Prokollagen und 
vom Kollagen selbst —) mit Lithiumborhydrid keine Aminoalkohole 
gebildet. Die Carboxylgruppen des Abbauproduktes aus Prokollagen 
verhalten sich also, abweichend von den drei anderen Fallen, so, wie 
das fiir die Carboxylgruppen freier Peptide zu erwarten ist?4. 

Die beschriebenen Beobachtungen an Kollagen und an Prokollagen 
erscheinen zunachst einigermaBen erklirbar unter der oben angefiihrten 
Annahme, da die Kohlenhydratgruppierungen einerseits esterartig 
mit den Carboxylen von Aminosiuren, andererseits N-glykosidisch mit 
Aminogruppen verkniipft sind. Bei der Einwirkung von NaJO, und 
Phenyljodosoacetat auf Kollagen werden nach unserem Ergebnis offen- 
bar unter oxydativem Abbau der Kohlenhydratgruppierungen die mit 
den Zuckerresten verkniipften Aminogruppen frei, nicht aber die 
Carboxylgruppen, die nach ihrem Verhalten gegen LiBH, noch ester- 
artig mit einem Bruchstiick des oxydativ abgebauten Zuckers verkniipft 
zu sein scheinen. Die Tatsache, daB das Abbauprodukt des Kollagens 


weit starker basisch ist als Kollagen selbst, scheint einer solchen Vor- [ 


stellung weitgehend zu entsprechen. 


Aber es gibt eine Reihe von sehr ernsthaften Schwierigkeiten fiir 


diese Auffassung: 

Zunachst ist es nicht einfach zu erklaren, warum nach der Oxydation 
mit Phenyljodosoacetat die Carboxylgruppen im Falle des Prokollagens 
sich gegentiber LiBH, wie freie, im Falle des Kollagens aber wie ester- 
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artig gebundene Carboxyle verhalten und warum das nach Oxydation 
mit Phenyljodosoacetat aus Kollagen erhaltene Produkt hochmolekular, 
elektrophoretisch einheitlich und nicht dialysierbar, das unter den 
gleichen Bedingungen aus Prokollagen erhaltene aber offensichtlich 
wesentlich niedermolekularer ist, obwohl beide, wenn man ihre Ketten- 
lange auf Grund des freien Aminostickstoffes beurteilt, sich nicht 
wesentlich zu unterscheiden scheinen. Hier ware darauf hinzuweisen, 
daB, wie oben geschildert wurde, im Kollagen, nicht aber im Prokollagen 
ein Teil des Glucosamins dem oxydierenden Abbau nicht zugiinglich ist. 
Moglicherweise miiBte man im Falle des Kollagens ein Verkniipfungs- 
prinzip postulieren, das die Bruchstiicke auch nach teilweisem oxy- 
dativem Abbau der Kohlenhydrate noch zusammenhalt, ohne dai aber 
dabei die Aminogruppen beansprucht werden, die ja sowohl nach van 
Slyke wie auch bei der Endgruppenbestimmung nach Sanger frei ge- 
funden werden. Hier wire beispielsweise an die im Kollagen vermutlich 
wesentlich staérkeren Wasserstoffbriickenbindungen zu denken, die auch 
dann noch den Zusammenhalt eines micellaren Verbandes gewahrleisten 
kénnten, wenn die Hauptvalenzketten in immerhin groBen Abstanden 
unterbrochen sind. Man wird aber auch sekundare Querverbindungen 
in Betracht ziehen miissen, die beispielsweise von den aldehydartigen, 
oxydativen Abbauprodukten der Zucker selbst ausgehen kénnten. Beim 
Prokollagen miiBte ein derartiger zusatzlicher Verkniipfungsmechanismus 
fehlen, so daB die Polypeptidketten nach der Zerstérung der Kohlen- 
hydratgruppierungen wirklich frei werden. 

Auch der Versuch, die Esterbindungen, die zur Erklarung des 
stark basischen Charakters des Phenyljodosoacetat-Abbauproduktes und 
zur Deutung des Verhaltens gegen Lithiumborhydrid postuliert wurden, 
auf andere Weise nachzuweisen, ist bisher fehlgeschlagen. Das aus 
Kollagen erhaltene Oxydationsprodukt wird durch verdiinntes Alkali 
nicht verdndert, solange man nicht so scharfe Bedingungen wahlt, daB 
die Peptidkette selbst angegriffen wird. Beispielsweise findet man nach 
30-stdg. Aufbewahren bei px 10,5 keinen wesentlichen Alkaliverbrauch 
sowie keine Anderung des isoelektrischen Punktes und des Verhaltens 
bei der Elektrophorese und der Dialyse. Auch das Ergebnis der mit 
und ohne Veresterung vorgenommenen Endgruppenbestimmung bleibt 
unverandert. Erst bei kraftigeren Spaltungsbedingungen treten zu den 
urspriinglich vorhandenen noch zusitzliche Endgruppen auf, die jedoch 
nur nach Veresterung erfaBt werden kénnen, also als freie Carboxyle 
vorliegen miissen. Die ohne Veresterung reduzierbaren Carboxyl- 
gruppen sind auch unter diesen Bedingungen nach Art und Menge nicht 
verandert. Wenn also wirklich Esterbindungen im Kollagen und Pro- 
kollagen enthalten sind, dann miBte ihr Verhalten weitgehend modifi- 
ziert sein. Die Frage, ob die Bestaindigkeit von Esterbindungen durch 
den Einbau in lange Polypeptidketten erhéht wird, wofiir uns einzelne 
Beobachtungen an synthetischen Polypeptidestern zu sprechen scheinen, 
bedarf noch der Untersuchung. 
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SchlieBlich ist darauf hinzuweisen, daB die analytisch im Kollagen 
und Prokollagen bisher gefundenen Kohlenhydratmengen wesentlich 
niedriger sind als sie auf Grund der hier mitgeteilten Versuche zu fordern 
waren. Der Abbau des Kollagens und Prokollagens fiihrt zu Bruchstiik. 
ken, deren mittlere Kettenlinge nach dem Verhialtnis zwischen Gesamt- 
und Aminostickstoff und nach der Carboxylendgruppenbestimmung 
bei etwa fiinfundzwanzig bzw. etwa einundzwanzig gelegen ist. Nach 
dem reduzierenden Abbau des Kollagens®! und Prokollagens?? mit 
Lithiumborhydrid sind mittlere Kettenlingen in der gleichen Groen. 
ordnung gefunden worden. Dann sollte aber im Kollagen und Pro. 
kollagen 1 Monosaccharidrest auf 20 bis 25 Aminoséuren vorhanden 
sein. Die analytisch im Kollagen und Prokollagen bisher gefundenen 
Werte von Glucose, Galaktose und Glucosamin zusammen sind aber 
wesentlich niedriger als es dieser Annahme entspricht. Freilich bleibt 
es zunachst offen, wie hoch bei der Bestimmung eiweiBgebundener 
Kohlenhydrate der systematische Fehler ist, der bei allen hier in Frage 
kommenden Methoden durch die Zerstérung von Polysacchariden unter 
Einwirkung von Mineralséuren wahrend der Bestimmung bewirkt wird. 


Beschreibung der Versuche 


Das zum Abbau verwendete Kollagen wurde aus dem Mittelspalt der Stirn- 
haut eines Stieres nach der Vorschrift von GraBmann u. a.?® gewonnen. Das zum 
Abbau kommende Prokollagen wurde nach Orechowitsch’* aus dem Mittelspalt 
einer Rinderhaut mit Citratpuffer von py 3,5—4,0 extrahiert, durch Dialyse in 
Form. von Nadelchen abgeschieden, zweimal ,,umkristallisiert“ und anschlieBend 
gefrier-getrocknet. ; 


Abbau von Kollagen mit NaJO, 

500 mg fein zerfasertes Kollagen und 250 mg NaJO, wurden in 50 ccm Wasser 
aufgeschlammt, die Lisung mit Natriumhydrogencarbonat auf py 8 eingestellt und 
das Ganze in einen Thermostaten von 40° eingebracht. Daneben wurde eine Blind- 
probe von 500 mg Kollagen in 50 ccm Wasser in Anwesenheit von Natrium- 
hydrogencarbonat (px 8) ohne NaJO, ebenso behandelt. Nach 3 Tagen hatte sich 
das Kollagen bis auf einen geringen Bodensatz aufgelést. In der Blindprobe da- 
gegen war keine Veranderung zu bemerken. Zur Entfernung des iiberschiiss. NaJO, 
wurde anschlieBend Schwefeldioxyd eingeleitet, wobei zuerst Jod ausfiel, welches 
dann weiter zu Jodid reduziert wurde. Zum Vertreiben des Schwefeldioxyds muBte 
Luft durch die Lésung gesaugt werden. AnschlieBend wurde zur Beseitigung der 
Salze 2 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und schlieBlich das ionenfreie Produkt 
gefrier-getrocknet. 

Zur quantitativen Verfolgung des zeitlichen Verlaufs des Abbaues wurden 
einzelne Proben von 40 mg Kollagen mit NaJO, wie beschrieben verschiedene 
Zeiten lang behandelt und der in Liésung gegangene Stickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt (s. Tab. 1). Im Blindversuch ging keinerlei Stickstoff in Lésung. 

Der Verlust an Eiwei8 bei der Dialyse der Abbaulésung wurde durch Kjeldahl- 
bestimmung vor und nach der Dialyse gemessen (s. Tab. 1). Es wurden 50 ccm Ab- 
baulésung gegen flieBendes dest. Wasser 2 Tage dialysiert. Vor der Dialyse enthielt 
1 com 1,26 mg N (Kjeldahl). Nach der Dialyse wurde der Dialysierschlauch ausge- 
waschen und die vereinigten Lésungen wieder auf 50. ccm eingeengt. 1 ccm enthielt 
dann 1,18 mg N; das entspricht einem Verlust von 6,3%. Dieses Ergebnis wurde 
bei den verschiedenen Versuchen innerhalb der Fehlergrenze immer wieder gefunden. 
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Abbau von Kollagen mit Phenyljodosoacetat (PJ A) 

Das PJA, welches zum Abbau diente, stellten wir nach einer Vorschrift von 

Boeseken und Schneider* her. 

500 mg Kollagen wurden zusammen mit 250 mg PJA in 50 ccm Wasser auf- 
geschlammt, wobei sich ein py von 3,4 einstellte, und 3 Tage bei 40° gehalten. Das 
Kollagen quoll sofort und ging dann langsam bis auf einen kleinen Bodensatz in 
Lésung, wahrend eine Blindprobe (pq 3,4 mit Essigséure eingestellt) zwar quoll, 
aber nicht in Lésung ging. Zur Entfernung des iiberschiiss. PJA wurde wiederum 
Schwefeldioxyd eingeleitet; es entstand eine milchige Triibung von Jodbenzol, von 
der abzentrifugiert werden konnte; anschlieBend wurde wie bei NaJO,-Abbau auf- 
gearbeitet und gefrier-getrocknet. 

Der zeitliche Verlauf des Abbaues und die Dialysenverluste wurden wie oben 
beschrieben bestimmt (s. Tab. 1). 

Der Abbau des Prokollagens mit PJA erfolgte unter denselben Bedin- 
gungen wie beim Kollagen. Infolge der bei der PJA-Behandlung sich einstellenden 
sauren Reaktion (pH 3,4) quoll das Prokollagen zuerst zu einer glasigen Masse, 
welche dann langsam triib wurde und in Lésung ging. Die Entfernung des iiber- 
schiissigen PJA erfolgte wie beim Kollagen durch Einleiten von Schwefeldioxyd; 
das Produkt wurde in diesem Falle ohne Dialyse gefrier-getrocknet. 

Da Prokollagen, im Gegensatz zu Kollagen, bei schwach saurer Reaktion lés- 
lich ist, erfolgt in diesem Falle auch im Blindversuch erst Quellung und dann ,,Lé- 
sung‘ zu einer viskosen Gallerte. Um im quantitativen Versuch die Menge des wirk- 
lich abgebauten Prokollagens einwandfrei zu bestimmen, wurden die Prokollagen- 
proben von je 40 mg nach der jeweiligen Einwirkungszeit durch vorsichtige Zugabe 
von n/10-NaOH auf px 7 eingestellt, wobei sich das unveranderte Prokollagen ab- 
schied, und nach vierundzwanzigstiindigem Stehen der lésliche Stickstoff ermittelt 
(Tab. 1). Im Blindversuch gingen unter diesen Umstanden nur 2—3% Stickstoff 
in Lésung. 

Die a der Abbaulésung von Prokollagen wurden wie beim Produkt aus 
Kollagen durchgefiihrt. Nach 1 Tag Dialysendauer waren 48,5% und nach 3 Tagen 
71,4% wegdialysiert. 

Die Abbauprodukte mit NaJO, und PJA aus Kollagen gelatinierten in 
1—2-proz. Lésung nach 2-stdg. Stehenlassen im Kiihlschrank bei + 2° oder nach 
8—10 Stdn. bei Zimmertemperatur. Eine 4-proz. Lésung gelatinierte bei Zimmer-. 
temperatur alsbald. 

Das mit PJA abgebaute Prokollagen dagegen gelatinierte auch als 10-proz. 
Lésung nach langerem Aufbewahren im Kiihlschrank nicht. 

Zum Nachweis der gebildeten Aldehydgruppen bei der Oxydation 
wurden die Abbaulésungen und die beim Abbau nicht in Lésung gegangenen Fasern 
mit Schiffschem Reagens angefarbt. Vor der Anfarbung der Abbaulésung muBte 
diese von dem iiberschiiss. NaJO, oder PJA durch Schwefeldioxyd gereinigt werden. 
Nachdem dieses wieder durch Luft vertrieben war, wurden zu 2 com Abbaulésung 
2 ccm Schiffsches Reagens gegeben; bald zeigte sich eine rosa Farbung, welche sich 
bei gleichbehandelten Blindproben nicht zeigte. 

Die beim Abbau ungelésten Teile wurden vor der Anfarbung griindlich mit 
dest. Wasser gewaschen und dann in Schiffsches Reagens eingelegt; nach 5— 10 Min. 
zeigte sich eine rosa Farbung. 

Die Kollagen- und Prokollagenfasern farbten sich schon nach 1!/,-stdg. PJA- 
Behandlung rosa. Die Abbaulésung selbst wurde erst nach 4—5 Stdn. deutlich rosa. 


Errechnung der Kettenlange aus dem Verhaltnis Gesamt-N/Amino-N 


In 53,7 mg eines 3 Tage mit PJA abgebauten wie oben aufgearbeiteten und 
gefrier-getrockneten Kollagens (8.17 mg Gesamt-N) wurden nach van Slyke 
0,501 mg Amino-N gefunden. Ges.-N/NH,-N = 16,3. Bei der Errechnung der mitt- 
leren Kettenlinge’ mu8 der in die van Slyke-Bestimmung eingehende ¢-Amino- 


3% J. Boeseken u. G.C.C.C. Schneider, J. prakt. Chem. 181, 285 [1931]. 
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Stickstoff des Lysins beriicksichtigt werden. Nach den gut gesicherten Analysen 
des Kollagens*’ treffen auf 216 Aminoséuren bzw. 261 N-Atome insgesamt 7 Lysin- 
reste. Nach dem gefundenen van Slyke-Wert treffen auf 261 Atome Gesamt-N 
261 x 0,501: 8,17 = 16,0 freie Aminogruppen. Zieht man die 7 e-Aminogruppen 
des Lysins ab, so bleiben 9,0 freie, endstandige, durch die Oxydation entstandene 
a«-Aminogruppen; dies entspricht einer mittleren Kettenlange von 216: 9 = 24 Ami- 
nosduren. 


Bestimmung der Aminoendgruppen nach Sanger” 


1. Abbauprodukt aus Kollagen: 40 mg des PJA-Abbauproduktes aus 
Kollagen wurden in 5 ccm Wasser gelést und die Lésung mit einer Spatelspitze 
Natriumhydrogencarbonat schwach alkalisch gemacht. Dazu wurde eine Lésung 
von 40 mg Dinitrofluorbenzol (DNFB) in 5 ccm Alkohol gegeben und itiber Nacht 
stehen gelassen. Nach Abdampfen des Alkohols im Vak. wurde das tiberschiiss, 
DNFB durch Ausschiitteln mit Ather entfernt, die waBr. Lésung mit Salzsiure 
angesauert, zur Trockene eingedampft und mit etwa 5 ccm 20-proz. Salzsaure 8 Stdn, 
unter Riickflu8 hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen wurde mit Ather erschépfend 
ausgeschiittelt, der Ather verdampft und der Riickstand wieder mit 0,3 cem Ather 
aufgenommen. Davon wurden Chromatogramme hergestellt. Die waBr. Phase 
wurde nochmals 8 Stdn. hydrolysiert und dann chromatographiert. 

Als Lésungsmittel dienten: 

I. Pyridin, Toluol, Glykolmonochlorhydrin, 0,8-n. NH, (1: 5:3: 3); 

II. Dekalin, Eisessig. 

Der Atherauszug zeigte in beiden Lésungsmitteln mit den Testsubstanzen 
iibereinstimmend DNP-Glykokoll, DNP-Alanin, DNP-Leucin neben Dinitrophenol. 
Der waBr. Auszug enthielt nur e-DNP-Lysin. 

Die Versuche wurden sowohl an Lésungen des oxydierten Produktes wie auch 
an Praparaten, die im Vak. zur Trockene eingedampft waren, mit tibereinstimmendem 
Ergebnis durchgefiihrt. 

2. Abbauprodukt aus Prokollagen: 40 mg des Abbauproduktes aus Pro- 
kollagen wurden in der bei Kollagen beschriebenen Weise aufgearbeitet. 

Die Chromatographie des Atherauszuges zeigte in beiden Lésungsmitteln 
DNP-Alanin, DNP-Leucin neben Dinitrophenol, aber kein DNP-Glykokoll. Der 
waBr. Auszug enthielt e-~-DNP-Lysin. 


Bestimmung der Carboxylendgruppen des oxydierten Kollagens 
nach Schlack und Kumpf* 

1 g des mit PJA abgebauten Kollagens wurde in einer Lésung von 1 g Natrium- 
hydroxyd in 30 ccm Wasser gelést. Unter Kiihlung und unter Schiitteln lieB man 
allmahlich 4 g Benzoylchlorid zutropfen, wobei mit der Zugabe einer neuen Portion 
jeweils solange gewartet wurde, bis die Liésung sich vollkommen geklart hatte. 
Gegen Ende der Reaktion wurde die Liésung neutral. Durch Zugabe von etwas 
Natronlauge wurde der entstandene Niederschlag in Lésung gebracht, die Lésung 
filtriert, mit Ather iiberschichtet und durch tropfenweisen Zusatz von Salzsaure 
das Benzoylprodukt zusammen mit Benzoesiure ausgefallt. Diese wurde in Ather 
aufgenommen und das benzoylierte Eiwei8 abgesaugt. Ausb. etwa 0,7 g. 

Zur Endgruppenbestimmung wurden 0,5 g des benzoylierten Produktes mit 
7,5 ccm Eisessig, 0,25 g Ammoniumrhodanid und 42,5 ecm Acetanhydrid unter 
den friiher beschriebenen Bedingungen® umgesetzt. Die Isolierung der gebildeten 
Thiohydantoine sowie die Hydrolyse mit Bromwasserstoffsiure und die Aufarbei- 
tung der Spaltstiicke erfolgte in der iiblichen Weise. Die papierchromatographische 
Identifizierung der carboxylendstandigen Aminosauren erfolgte mit Phenol und 
Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5). Es wurden Alanin und Glykokoll als starke 
Flecken erhalten. 


37 W. GraBmann u. J. Trupke, in ,,Physiologische Chemie“ 1. Teil ,,Die 
Stoffe‘‘, herausgeg. v. B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, Springer-Verlag, 
Heidelberg, S. 724. 
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Bestimmung der Carboxylendgruppen nach Reduktion mit LiBH,?*-4 
1, Abbauprodukt aus Kollagen 


a) Nach Veresterung: 19,7 mg des mit PJA oxydierten Kollagens wurden 
mit einem Gemisch von 3 ccm Methanol und 0,5 ccm Acetanhydrid versetzt und 
20 Stdn. stehen gelassen. Das Lésungsmittel wurde anschlieBend im Vak. verdampft, 
der Riickstand in Methanol aufgenommen und nochmals eingedampft. Diese Ope- 
ration wurde mehrmals wiederholt. Das methylierte und acetylierte Produkt wurde 
in 5 com Tetrahydrofuran aufgeschlammt und unter Umschiitteln mit 40 mg fein- 
gepulvertem LiBH, versetzt. Nach 3-stdg. Erhitzen unter FeuchtigkeitsausschluB 
(Badtemp. 70—80°) wurde mit Wasser und etwas verdiinnter Salzsiure das iiber- 
schiiss. LiBH, zersetzt, zur Trockene eingedampft und 8 Stdn. unter Riickflu8 
hydrolysiert. Danach muBte mehrmals im Vak. zur Trockene eingedampft werden, 
um die Salzsiure méglichst zu entfernen. Der Riickstand wurde.-mit 5 cem Wasser 
aufgenommen, mit Natriumhydrogencarbonat alkalisch gemacht, eine Lésung von 
30 mg DNFB in 10 ccm Alkohol dazugegeben und iiber Nacht stehen gelassen. 
Das iiberschiiss. DNFB wurde durch Zugabe von 30 mg Glykokoll, gelést in etwas 
Wasser, und weiterem 5-stdg. Stehenlassen zerstért. Danach wurde der Alkohol 
weggedampft, mit Wasser versetzt, nach Zugabe einer Spatelspitze Natrium- 
hydrogencarbonat viermal mit 25 ccm Ather ausgeschiittelt, der Atherauszug 
eingedampft und der Riickstand mit 5 ccm Essigester wieder aufgenommen. 

Das Papierchromatogramm dieser Lésung (Lésungsmittel: Dekalin, 10-proz. 
Essigsiure, Isoamylalkohol 15: 10: 4) zeigte: DNP-Leucin*, DNP-Alaninol, DNP- 
Colamin, DNP-Glucosamin. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde ein Teil des Aminoalkoholgemisches, 
entspr. 3,5 mg Ausgangssubstanz bzw. 0,526 mg Gesamt-N, in 0,3 ccm Essigester 
auf eine Silikagel-Celite-Saule aufgetragen und nach* getrennt. Die mit Lésungs-~ 
mittel I erhaltene erste Fraktion war DNP-Leucin*. Nach DurchfluB von 15 ccm 
wurde weiter mit II durchgespiilt, bis sich DNP-Alaninol deutlich von DNP-Co- 
lamin abgesetzt hatte. Dann wurde DNP-Alaninol mit Lésungsmittel IIT und an- 
schlieBend DNP-Colamin mit IV eluiert. Mit Lésungsmittel V wurde die Saule 
gewaschen und zum SchluB DNP-Glucosamin mit Eisessig eluiert. Die Fraktionen 
wurden papierchromatographisch identifiziert und auf Einheitlichkeit gepriift. Aus 
den bei 366 mu gemessenen Extinktionen errechnete sich folgende mengenmaBige 
Zusammensetzung : 

Frakt.I DNP-Leucin* 

Frakt. II DNP-Alaninol = 0,466 Mol, entspr. 1,46 Mol%** 

Frakt. IIT DNP-Colamin = 0,782 Mol, entspr. 2,47 Mol%** 

Frakt. [V DNP-Glucosamin = 0,124 Mol, entspr. 0,38 Mol%** 

(vergl. Tab. 3.) 


b) Am nicht veresterten Produkt: 10,4 mg mit PJA oxydiertes Kollagen 
wurden ohne Veresterung mit LiBH, reduziert und wie beschrieben weiter ver- 
arbeitet. 

Die Papierchromatographie ergab dasselbe Bild wie die des veresterten Pro- 
duktes. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde ein Teil des Aminoalkoholgemisches, 
entspr. 2,04 mg Ausgangssubstanz bzw. 0,314 mg Ges.-N in 0,3 cem Essigester auf 
die Saule aufgetragen und getrennt. Aus den gemessenen Extinktionen ergab sich 
folgende Ausbeute: 


Frakt. I DNP-Leucin* 

Frakt. II DNP-Alaninol = 0,234 Mol, entspr. 1,24 Mol%** 
Frakt. III DNP-Colamin = 0,461 Mol, entspr. 2,44 Mol%** 
Frakt. IV DNP-Glucosamin = 0,044 Mol, entspr. 0,23 Mol%** 


* Vergl. 24, S. 105. 

** Mol DNP-Aminoalkohol, bezogen auf 100 Mol Gesamtaminosauren: Bei 
der Errechnung wurde zu Grunde gelegt, daB im Kollagenmolekiil auf 261 N-Atome 
216 Aminosaéuren treffen. 
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2. Abbauprodukt aus Prokollagen 
a) Nach Veresterung: 10,9 mg mit PJA oxydiertes Prokollagen wurden 
zuerst mit Methanol-Acetanhydrid verestert und anschlieBend wie unter 1 a) weiter. 
verarbeitet. 

Die Papierchromatographie zeigt: DNP-Leucin, DNP-Alaninol, DNP-Valinol 
und DNP-Glutamindiol. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde ein Teil des Aminoalkoholgemisches, 
entspr. 4,36 mg Ausgangssubstanz bzw. 0,483 mg Ges.-N in 0,2 ccm Essigester auf 
die Saule aufgetragen. In analoger Weise wie beim Kollagen wurde DNP-Leucin 
mit Lésungsmittel I, anschlieBend DNP-Valinol mit Lésungsmittel II, DNP-Ala- 
ninol mit Lésungsmittel III und DNP-Glutamindiol mit V herausgespiilt. Aus den 
Extinktionen errechnete sich folgende Zusammensetzung: 


Frakt.I DNP-Leucin (vergl. 4, S. 105) 

Frakt. II DNP-Valinol = 0,137 Mol, entspr. 0,47 Mol%* 
Frakt. III DNP-Alaninol = 0,798 Mol, entspr. 2,72 Mol%* 
Frakt. 1V DNP-Glutamindiol = 0,354 Mol, entspr. 1,21 Mol%* 


b) Am nicht veresterten Produkt: 10 mg oxydiertes Prokollagen wurden 
ohne Veresterung gleich mit LiBH, reduziert und weiter verarbeitet. 

Die Ausbeute an DNP-Aminoalkoholen war so gering, daB eine papier. 
chromatographische Identifizierung nicht durchgefiihrt werden konnte. Erst bei 
einem Ansatz von 100 mg oxydiertem Prokollagen ergab die Papierchromato-. 
graphie nachweisbare Mengen der gleichen Reaktionsprodukte wie beim verester- 
ten Ansatz. Zur Durchfiihrung einer quantitativen Trennung an der Saule war 
die Substanzmenge immer noch nicht ausreichend. 


Behandlung des Abbauproduktes aus Kollagen mit NaOH 


Der Versuch, die angenommenen Esterbindungen auf Grund ihrer Alkali- 
empfindlichkeit nachzuweisen, wurde auf folgende Weise durchgefiihrt: 

100 ccm einer 1-proz. Lésung des mit PJA oxydierten Kollagens (py 6,9) 
wurden mit 25 ccm n/50-NaOH auf py 10,5 gebracht (Stickstoffatmosphare) und 
30 Stdn. bei diesem py gehalten (18°), wobei zum Konstanthalten des py nur ein 
minimaler Verbrauch von Natronlauge festzustellen war. Zu bestimmten Zeiten 
wurden Proben von 10 ccm entnommen, mit Essigsiure neutralisiert, eingedampft 
und mit Butanol-Eisessig-Wasser chromatographiert. Eine Abspaltung von klei- 
neren Peptiden oder Aminosauren konnte auch nach 30 stdg. Einwirkung nicht be- 
merkt werden. Von dem 30 Stdn. mit Natronlauge behandelten Produkt wurden 
Carboxylendgruppen nach der Reduktionsmethode mit und ohne Veresterung be- 
stimmt. Die Papierchromatographie zeigte villige Ubereinstimmung zwischen dem 
veresterten und unveresterten Ansatz und mit den Ergebnissen am nicht alkalisch 
behandelten Abbauprodukt aus Kollagen. Nun wurde das PJA-Abbauprodukt aus 
Kollagen 20 Stdn. bei px 10,7 und 25° gehalten. Die Papierchromatographie dieses 
Produktes mit Butanol-Eisessig-Wasser zeigte Aminosiuren und niedere Peptide, 
was auf eine Zerstérung der Peptidketten hinwies. 

Die Carboxylendgruppenbestimmung dieses letzteren Produktes nach?*-*4 
wurde wiederum am veresterten und nicht veresterten Produkt durchgefiihrt. Die 
Papierchromatographie zeigte beim unveresterten Produkt gegeniiber dem mit 
Natronlauge unbehandelten oxydierten Kollagen keine Verinderungen, beim ver- 
esterten dagegen traten einige DNP-Aminoalkohole zusatzlich neu auf. Dies weist 
auf neuentstandene, sich normal verhaltende Carboxylendgruppen infolge alka- 
lischer Hydrolyse hin. 

Die quantitative Carboxylendgruppen-Bestimmung wurde nur am _ unver- 
esterten, bei po 10,7 behandelten Produkt durchgefiihrt. Dazu wurde ein DNP- 
Aminoalkoholgemisch, entspr. 2,58 mg Ausgangsprodukt bzw. 0,380 mg Ges.-N in 
0,3 ccm Essigester auf der Siule getrennt. Die gemessenen Extinktionen ergaben 
folgende Zusammensetzung : 


* Siehe Anm, **, S. 13. 
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Frakt.I DNP-Leucin (vergl. 4, 8. 105} 
Frakt. II DNP-Alaninol = 0,272 Mol, entspr. 1,18 Mol% 
Frakt. ITT DNP-Colamin = 0,558 Mol, entspr. 2,438 Mol% 


Frakt. [V DNP-Glucosamin = 0,060 Mol, entspr. 0,26 Mol% 


Trotz papierchromatographisch nachweisbarer Hydrolyse haben sich also die 
ohne Veresterung reduzierbaren Carboxyle nach Art und Menge nicht verandert. 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes bei dem PJA-Abbauprodukt 
aus Kollagen 


Die Bestimmung wurde in einer ,,Elphor H“-Kammer nach GraBmann und 
Hannig*® durchgefiihrt. Es wurden die Wanderungsstrecken des Abbauproduktes 
im elektrischen Feld bei py 8,6; 8,8; 9,0; 9,2; 9,4; 9,6; und 9,8 (eingestellt mit 
m/20-NaOH-Glykokoll-Puffer) gemessen. 

Zur Priifung wurden jeweils 0,2 mg Substanz zusammen mit 0,1 mg Glucose 
aufgebracht und die gemessenen Wanderungswege zur Ausschaltung des elektro- 
osmotischen und anderer Stérungseffekte*® auf die Glucose als Nullpunkt bezogen. 

Die Dauer der Elektrophoresen betrug 10 Stdn. bei einer Klemmspannung von 
110 Volt. Die Streifen wurden zunachst zur Anfarbung der Glucose mit Anilin- 
phthalat bespriiht und eine Extinktionskurve aufgenommen. AnschlieBend wurde 
mit Amidoschwarz auf demselben Streifen das Eiwei8 sichtbar gemacht und in 
gleicher Weise eine Extinktionskurve aufgenommen. 

Der Abstand der beiden Gipfel der Kurven ergab die elektrophoretische Wan- 
derungsstrecke des EiweiBes (Tab. 4, Abb. 1). 


Tab. 4. Elektrophoretische Wanderung in mm. ; 
ae SA, WS RS eg 8,6 8,8 9,0 9,2 9,4 96 -9,8 
oxydiertes Kollagen. . . 12 6 3 1 2 6 10 








oxydiertes Kollagen nach 
30-stdg. Einwirkung bei 
Tels SOE eae area 8 4 2 0 2 5 9 


Bestimmung des isoelektrischen Punktes bei dem PJA-Abbauprodukt 
aus Prokollagen 


Die Bestimmung wurde wie am unbehandelten Produkt durchgefiihrt. Es 
ergab sich keine Verinderung gegeniiber dem unbehandelten oxydierten Kollagen; 
der isoelektrische Punkt lag unverandert bei py 9,2. 


Zusammenfassung 


Kollagen und Prokollagen werden von Perjodat oder Phenyljodoso- 
acetat unter Abbau gelést. 

Das Abbauprodukt aus Kollagen ist elektrophoretisch einheitlich 
und hat einen isoelektrischen Punkt von py 9,2; es ist hochmolekular, 
nicht dialysierbar und gelatiniert noch in verdiinnter Lésung. Das Ab- 
bauprodukt aus Prokollagen dagegen ist elektrophoretisch nicht ein- 
heitlich, niedermolekular, dialysierbar und gelatiniert nicht. Die auf 
chemischem Wege (Endgruppenbestimmung, van Slyke) gefundenen 
Kettenlangen der beiden Produkte sind trotz dieser Unterschiede nur 
unwesentlich verschieden. 


38 W. GraBmann u. K. Hannig, diese Z. 290, 1 [1952]. 


39 H. G. Kunkel u. A. Tiselius, J. gen. Physiol. 35, 89 [1951]; R. Weber, 
Helv. chim. Acta 34, 2031 [1951]. 
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Nach ihrem Verhalten gegeniiber Lithiumborhydrid erscheinen die 
endstandigen Carboxyle des Abbauproduktes aus Prokollagen als frei, 
diejenigen aus Kollagen verestert. 

Die Aminosiurezusammensetzung wird durch Phenyljodosoacetat 
nicht oder nur unwesentlich verandert; dem Abbau diirfte ein Angriff 
auf die im Kollagen und Prokollagen vorhandenen Kohlenhydratgrup. 
pierungen zugrunde liegen. 


Summary 


Collagen and procollagen undergo degradation when dissolved by 
periodate or phenyl iodosoacetate. 

The degradation product from collagen behaves as a single substance 
when submitted to electrophoresis and has an isoelectric point of py 
9,2. It is high molecular, cannot be dialysed and gelatinizes even in 
dilute solution. The degradation product from procollagen on the other 
hand does not behave as a single substance when submitted to electro. 
phoresis, is low molecular, can be dialysed and does not gelatinize. 

The chain lengths of the two products determined chemically by 
determination of the terminal groups and by the van Slyke method 
differ only very slightly in spite of these differences. 

From their behaviour with lithium borohydride it appears that the 
terminal carboxyl groups in the degradation product from procollagen 
are free while those in the corresponding collagen product are esterified. 

The composition of the amino acids is not at all or only very slightly 
affected by phenyl iodosoacetate. The degradation is probably based 
on an attack on the carbohydrate groupings present in collagen and 
procollagen. 
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Neue Methoden zur Messung 


der Wasserdampfdurchlassigkeit diinner Filme auf Wasser 
und auf lebender Haut 
Von 
Siegfried Heller, Anna-Maria Fretzdorff und Giinther Weitzel * 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Marz 1955) 


Vor einigen Jahren berichteten wir! iiber ein neues Gerat zur 
Schubmessung, d.h. zur Aufnahme der F/A-Isothermen mono- 
molekularer Filme. Dieses Gerat vermeidet die Fehlerquellen alterer 
Apparate, da es als MeBorgan an Stelle von Schwimmer und Torsions- 
draht eine pendelartig aufgehingte, die Wasseroberflache senkrecht 
durchquerende Wand besitzt, die mit den Trogrindern vollig dicht ver- 
bunden ist. Diese ,,Barriere‘‘ erleidet dem Filmdruck entsprechende 
Auslenkungen, welche auf ein Lichtsteuergeraét iibertragen und elek- 
trisch registriert werden. Unsere nach diesem Prinzip gebauten Appara- 
turen arbeiten vollautomatisch und erlauben eine rasche und einwand- 
frei reproduzierbare Aufnahme der F/A-Isothermen. Fir die Inter- 
pretation der erhaltenen F/A-Diagramme war es erwiinscht, gleich- 
zeitig mit der F/A-Isotherme auch die wahrend des Zusammenschiebens 
monomolekularer Filme auftretenden Grenzflachenpotentiale zu 
messen und automatisch zu registrieren. Gerite, welche diesen Anforde- 
rungen geniigen, wurden von uns”® inzwischen entwickelt; es gelingt 
damit eine fortlaufende Registrierung des Grenzflichenpotentials oder 
der Anderung des Potentials zugleich mit der Aufnahme der F/A-Kurve. 
Uber Anwendungen dieser MeBmethoden an monomolekularen Filmen 
von «-Alkyl-stearinséuren*, Monomethyl-palmitinsiuren®, Monomethy1- 
stearinséuren® und Verbindungen der Vitamin-A-Gruppe’ berichteten 
wir in dieser Zeitschrift. 

Zur weiteren Vertiefung unserer Kenntnisse der speziellen Eigen- 
schaften diinner Filme erschien es lohnend, neben den F'/A-Isothermen 





* Jetzige Anschrift: G. Weitze!, Physiol.-Chem. Institut, GieBen, Friedrich: 
straBe 24. 

1§. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 

2 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 289, 288 [1952]. 

3 8. Heller, Kolloid-Z. 136, 120 [1954]. 

4 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorffu. W. Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 

5 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 189 [1951]. 

6 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u.S. Heller, diese Z. 288, 200 [1951]. 

7 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8. Heller, diese Z. 290, 32 [1952]. 
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und Grenzflaichenpotentialen auch die durch Fettfilme hindurch 
verdampfenden Wassermengen kennenzulernen. Besonders vom 
biologischen Standpunkt aus war dies von Interesse, weil die Oberflachen 
lebender Organismen sowohl im Pflanzen- wie im Tierreich vielfach 
durch Fettfilme abgedeckt sind, als deren Hauptaufgabe man den Schutz 
der lebenden Oberflache vor Austrocknung ansieht. In der vorliegenden 
Arbeit befassen wir uns daher mit der Entwicklung geeigneter Me8. 
methoden zur Bestimmung der Wasserdampfdurchliassigkeit 
von Filmen zunachst auf Wasseroberflachen. Um naher an die 
biologischen Gegebenheiten heranzukommen, erwies es sich als not- 
wendig, nicht nur Filme auf Wasser, sondern auch auf lebenden Ober. 
flachen zu untersuchen. Daher dehnten wir unsere Untersuchungen auch 
auf die Wasserdampfdurchlassigkeit von Fettfilmen auf lebender 
Haut aus, wobei methodisch ganz anders vorgegangen werden muBte 
als bei Filmen auf Wasseroberflichen. Wir entwickelten daher ein fir 
die Bestimmung der Wasserdampfabgabe der Haut geeignetes 
Verfahren, iiber das wir nachstehend ebenfalls berichten. 


I. Filme auf Wasseroberflachen 


A. MeBmethodik 

Die bisher bekannten Methoden zur Messung der Wasserverdampfung durch 
diinne Schichten hindurch erwiesen sich fiir unsere Fragestellung als nicht geeignet. 
Sebba und Briscoe® bestimmen die Wasserdampfdurchlassigkeit monomoleku- 
larer Filme nicht kontinuierlich, sondern nur durch Wagung an einzelnen Punkten 
der Schubkurve. Eine neuere Arbeit von Sebba und Sutin® befaBt sich mit der 
Ermittlung der Wasserdampfdurchlassigkeit von Filmen, jedoch bei stark vermin- 
derten Drucken kurz vor dem Sieden des Wassers. Ohne direkten Zusammenhang 
mit unseren Untersuchungen sind die Messungen von Docking und Mitarbb.", 
welche an Mehrfachschichten iiber gréBere Zeitraume hinweg die Wasserver- 
dampfung bestimmen. 

Eine Methode, welche die Wasserdampfdurchlassigkeit des 
Films gleichzeitig mit der F/A-Isotherme kontinuierlich zu 
registrieren gestattet, war bisher nicht bekannt. Nachstehend be- 
schreiben wir ein neues Gerat, welches diese Anforderungen erfiillt und 
sich auch in praktischer Hinsicht inzwischen in zahlreichen Messungen 
bewahrt hat. Eine weitere Mitteilung, in welcher die Wirkungsweise 
der benutzten neuartigen MeBmethodik theoretisch behandelt wird, 
erscheint an anderer Stelle". 

Die Methode beruht darauf, daf iiber der Wasseroberfliche ge- 
kiihlte Sonden, als Thermoelemente geschaltet, angebracht sind. Die 
eine Sonde befindet sich vor der Barriere iiber filmbedeckter Wasser- 
oberflache, die andere hinter der Barriere iiber filmfreier Wasserober- 
flache (Erklarung des Begriffs ,,Barriere‘‘ in der Einleitung s. 0.). Beide 








8 F. Sebba u. H. V. Briscoe, J. chem. Soc. [London] 1940, 106. 

® F.Sebba u. N. Sutin, J. chem. Soc. [London] 1952, 2513. 

10 A, R. Docking, E. Heyman, L. Kerley u. K.Mortensen, Nature 
[London] 146, 265 [1940]. 

11 §. Heller, Z. Physik, in Vorbereitung. 
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Sonden sind in ihrer Wirkung gegeneinander geschaltet, so daB Tempe- 
raturschwankungen des Wassers und der Zimmerluft auskompensiert 
werden und nur die abdeckende Wirkung des zusammengeschobenen 
Films in Erscheinung tritt. Entsprechend der Wasserdampfdurchlassig- 
keit der auf der Wasseroberflache befindlichen Fettfilme tritt eine 
Kondensation des Wasserdampfes an der gekiihlten Sende auf und ruft 
eine Temperaturanderung der Sonde hervor. Diese Temperaturanderung 
entspricht im Gleichgewichtsfall einer bestimmten Kondensations- 
geschwindigkeit pro sec, die auf Grund des sich einstellenden Gleich- 
gewichtes genau gleich der durch den Film tretenden Wassermenge 


























Abb. 1. MeBgerat zur Bestimmung der Wasserdampfdurchlassigkeit von Filmen 
auf Wasseroberflachen (Erklarung im Text). 


sein muB. Durch die kondensierenden Wassermolekiile erfolgt eine er- 
hebliche Erwarmung der MeBsonde; beispielsweise treten zwischen den 
beiden extremen Fillen, freier und véllig abgedeckter Wasser- 
oberflache, je nach den Abstandsverhialtnissen Temperaturunterschiede 
von 3—6° auf. 

Eine schematische Darstellung des Gerates findet sich in Abb. 1, welche den 
mit Wasser (W) gefiillten Trog (T) im Schnitt zeigt. Die Sonden Fy und Fm (Kup- 
ferfolien) befinden sich wenige mm iiber dem Wasser (W) zu beiden Seiten der die 
Oberfliche durchquerenden Barriere B. Die MeBsonde Fm befindet sich iiber der 
filmbedeckten Wasseroberflache, die Vergleichssonde Fy iiber der freien Wasser- 
oberflache. Die wahrend der Messung auftretenden Temperaturdifferenzen werden 
durch gegeneinander geschaltete Thermoelemente, welche auf die Folien aufge- 
schweiBt sind, mit Hilfe des Galvanometers G registriert. Uber den Sonden befinden 
sich die mit Eis-Wasser-Gemisch gefiillten Kiihlkammern K, und K,. Nach Auf- 
bringen der zu messenden Substanz auf die Wasseroberfliche zwischen Barriere B 
und dem rechten (nicht gezeichneten) Trogrand wird der entstandene, noch gas- 
formige Film durch den Glasbarren zusammengeschoben. Der immer dichter wer- 
dende Film behindert die Wasserverdampfung unter der Sonde Fy, so daB zwischen 
beiden Sonden eine Temperaturdifferenz entsteht, welche durch das Galvano- 
meter G registriert wird. Die maximale Temperaturdifferenz (= Amax), d.h. der 
Effekt bei véllig abgedeckter Wasseroberflaiche, 148t sich durch eine unter die Sonde 
geschobene, auf dem Wasser schwimmende Metallfolie hervorrufen und messen. 
Setzt man die Verdampfung von der freien Wasseroberfliche zu 100% an, so ist 
die relative Verdampfung Pte 

V = 100 (1 — ae 


Amax 


9* 
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wobei A der jeweilige MeBwert, Amax der maximale Effekt bei véllig abgedeckter 
Wasseroberflache ist. Zur Eichung ist lediglich Amax zu bestimmen und in die 
Formel einzusetzen. 

Die Einstellung des MeBwertes erfolgt mit einer gewissen zeitlichen Verzé. 
gerung (Zeitkonstante), die durch die Warmekapazitat der MeBsonde und die Warme. 
leitzahl der Luft gegeben ist. Bei der von uns verwendeten MeBsonde betragt die 
Zeitkonstante etwa 6 sec, d. h. die Galvanometereinstellung hat nach dieser Zeit 
63% des Endwertes erreicht. Unter Benutzung der bekannten Zeitkonstante laBt 
sich die Registrierkurve auf tragheitslose Anzeige umrechnen und entzerren. Da 
unsere MeBdauer pro Versuch rd. 8 Min. betragt, spielt diese zeitliche Verzégerung 
praktisch keine Rolle, so daB die erhaltenen Kurven ohne Umrechnung auszuwerten 
sind. 

Um von der relativen Wasserverdampfung auf die absolut verdampfte Wasser. 
menge pro sec und cm? zu kommen, ist es notwendig, die absolute Verdampfungs- 
geschwindigkeit von der freien Wasseroberfliche zu bestimmen. Dabei sind wir 
folgendermaBen vorgegangen: Die als Sonde wirkende Metallfolie wurde nach einer 
bekannten Verweilzeit in MeBstellung iiber der Wasseroberflache mit einem saug- 
fahigen Bausch abgewischt und die aufgenommene Wassermenge durch Wagung 
ermittelt. Diese Bestimmung wurde mehrfach wiederholt und unter Weglassung 
der ersten der Mittelwert gebildet. Dieser stimmte mit dem rechnerisch ermittelten 
Wert, der sich aus der theoretischen Behandlung der Sonde ergab", gut iiberein. 
Der fiir unsere Sonde ermittelte Wert betrigt bei einer mittleren Wassertemperatur 
von 19,5° 3,6y/sec und cm?. Obwohl dieses Verfahren keine Prazisionsmethode 
darstellt (+ 3%), gibt es einen guten Hinweis auf die Mengen, mit denen bei Ver- 
dampfung von der freien Wasseroberflache zu rechnen ist. Von wirklichem Inter. 
esse sind die relativen Verdampfungswerte, ausgedriickt in % der Verdampfung 
von der nicht filmbedeckten Wasseroberfliche (deren Wasserdampfabgabe sei zu 
100% angesetzt). Die MeBwerte der Wasserverdampfung sind stark temperatur- 
abhangig und entsprechen der Dampfdruckkurve des Wassers. 


B. Anwendungsbeispiele 


Abb. 2 zeigt eine Schubmessung von Palmitinsiure auf 0,01-n. 
Salzsiure bei 20°, wobei F/A-Isotherme, Grenzflichenpotential und 
Wasserdampfdurchlassigkeit des Films gleichzeitig registriert wurden. 
In Abb. 2 sind die Dynwerte auf der linken, die Werte der Wasserdampf- 
abgabe auf der rechten Ordinate aufgetragen, die VerdampfungsgréBe 
der freien Wasseroberfliche = 100%. Die Wasserdampfdurchlassigkeit 
des Palmitinséurefilms laBt sich damit an Hand der Abb. 2 in jedem 
beliebigen Kondensationszustand des Films direkt ablesen. Die Kurve 
der Wasserverdampfung durch einen monomolekularen Palmitinsiure- 
film hindurch, wie sie in Abb. 2 wiedergegeben ist, erweist sich als aus- 
gezeichnet reproduzierbar. Lediglich die bei gr6Beren Flaichenwerten 
pro Molekiil vor Kondensationsbeginn des Films auftretende Ein- 
dellung der Kurve, die einer kurzzeitigen Mehrverdampfung entspricht, 
hangt von der jeweiligen Ausbildung der Vorderfront des herangescho- 
benen Films ab. Man muB beriicksichtigen, da8 vor Kondensations- 
beginn die monomolekulare Schicht noch keine zusammenhingende 
Decke bildet, sondern daB neben gréBeren kondensierten Bezirken auch 
Flachen vorliegen, in denen der Film noch expandiert ist. 


Man erkennt aus den Kurven der Abb. 2, daB im expandierten 
Stadium des Films, d.h. bei Flichenwerten von mehr als 30 A? pro 














21 





(1955) Bd. 301 (1955) Messung der Wasserdampfdurchlassigkeit diinner Filme 





























eckter Molekiil, eine Behinderung der Wasserverdampfung nicht vorliegt. Die 
ne Herabsetzung der Wasserdampfdurchlassigkeit beginnt im Konden- 
sationspunkt D des Films, mit dem weiteren Zusammenschieben der 

















al Schicht tritt mit wachsender Kondensation eine fortschreitende Hem- 
xt die mung der Wasserverdampfung ein, so daB kurz vor dem Zusammenbruch 
r Zeit des Films, etwa bei 19,5 A? pro Molekiil, die verdampfende Wasser- 
q = menge nur noch etwa 46% des Ausgangswertes betragt. Besonders auf- 
erung 
erten : 

Abb. 2. Gleichzeitige Registrierung von I 50) 
usser- F/A-Isotherme ( ), Grenzflachen- § 
aa | potential (—-—-—) und Wasserdampf- ¢ 
eal durchlassigkeit (- - - -- - ) eines Palmitin- - 
saug- siurefilms (0,01-n. HCl, 20°). D: Kon- 
gung densationsbeginn. 
sung 
elten 
tir fallend ist die Parallelitét zur F/A-Kurve: Die Knickpunkte der Schub- 
hode kurve fallen mit den Knickpunkten der Kurve fiir die Wasserdampf- 
Ver. durchlassigkeit fast genau zusammen. 
ral Die in der Abb. 2 erkennbare Parallelitat des Kurvenverlaufs von 
ai zu F/A-Isotherme und Wasserdampfdurchlassigkeit setzt sich auch nach 


atur. | dem Zusammenbruch des Films in auffalliger Weise fort. Dem steilen 
Abfall des Schubs entspricht ein Absinken des abdeckenden Effektes. 
Jedoch zeigt der nach dem Kollaps vorliegende, mehrfach molekulare 
Film nicht etwa Verdampfungswerte, die sich denjenigen der freien 

















1-n. Wasseroberflache nahern, sondern es bleibt eine betrachtliche Hemmung 

und der Wasserdampfdurchlassigkeit bestehen. 

len. 

apf- 

7 Abb.3. F/.A-Isotherme (——) und S60} 

Wie Wasserdampfdurchlassigkeit (--!--) S 4 

“a eines Stearinsdurefilms. (0,01-n. 

HCl, 20°). Bye 

ire- mee 

Wus- a 

ten 30 aD OP? um 

1in- 

“ht, In Abb. 3 ist das entsprechende Verhalten des Stearinsaurefilms 

ho- dargestellt: F/A-Isotherme und Wasserdampfdurchlassigkeit wurden 

ns- gleichzeitig auf 0,01-n.Salzsiure bei 20° registriert. Wiederum geht die 

ide Hemmung der Wasserverdampfung konform mit der F/A-Kurve, d. h. 

ich mit wachsender Kondensation steigt auch der abdeckende Effekt. 
Gegeniiber dem Verhalten des Palmitinsaurefilms bestehen jedoch ge- 

ten wisse Unterschiede: z. B. im AusmaB der Behinderung des Wasserdampf- 


Durchtritts und im Kurvenverlauf der Wasserverdampfung nach dem 
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Kollaps. Stearinséure erreicht vor dem Zusammenbruch der mono. 
molekularen Schicht hé6here Dynwerte als Palmitinsiure, dement. 
sprechend treten auch héhere Hemmungen der Wasserdampfdurch. 
lassigkeit auf: 46% bei Palmitinsdiure, 18,5% bei Stearinsdiure, wenn 
man die Wasserdampfabgabe der freien Wasseroberflache mit 100% 
ansetzt. Ein Vergleich der Wasserdampfdurchlassigkeit nach dem 
Kollaps, also im mehrschichtigen Film, zeigt bei Stearinséure kein 
Absinken der Verdampfungshemmung. Der nach dem Kollaps sich ein. 
stellende Hemmeffekt des Stearinsiurefilms steigt vielmehr leicht an 
oder sinkt zumindest nicht ab, wiederum in Parallele zu den Dynwerten, 
die ebenfalls nach dem Kollaps nicht abfallen. 


II. Filme auf lebender Haut 
A. MeBmethodik 


Gestiitzt auf die an monomolekularen Filmen auf Wasser erhaltenen 
Ergebnisse gingen wir zu entsprechenden Messungen an lebender 
Haut tiber. Die Methode der Differential-Kiihlsonden, die sich auf 
Wasseroberflachen sehr bewiahrte (s. 0.), laBt sich auf lebender Haut 
nicht anwenden, da der Kiiltereiz durch Auslésung unerwiinschter re- 
flektorischer Vorgainge in der Haut stért. AuBerdem werden infolge 
ungleichmaBiger und schwankender Temperaturverteilung auf der Haut 
die auf Temperaturmessungen basierenden Ergebnisse ungenau. Deshalb 
priften wir die Anwendbarkeit dreier anderer auf bekannten Prinzipien 
beruhender Methoden, von denen die unter 3. genannte die besten 
Ergebnisse lieferte. 


1. Lithiumchlorid-Methode. Sie beruht auf der Anderung der elek- 
trischen Leitfahigkeit von Lithiumchlorid bei Wasseraufnahme. Ein mit Lithium. 
chlorid-Lésung getrankter und vorgetrockneter Filtrierpapierstreifen liegt als ver- 
anderlicher Widerstand in einem Zweig einer Briickenschaltung und wird kur- 
zeitig in einem bestimmten Abstand iiber der Haut angebracht. Durch Wasser- 
aufnahme erfolgt Verstimmung der abgeglichenen Briicke. Als MaB dient die Zeit, 
in der eine festgelegte Verstimmung der Briicke erfolgt. Obwohl auch hier noch 
durch die Temperaturempfindlichkeit der Leitfahigkeit des Lithiumchlorids Sté- 
rungen eintreten, geben die gemessenen Werte doch verwertbare Hinweise: Die 
Beeintrachtigung der Wasserdampfabgabe durch die Haut nach Auftragen von 
fliissigen Glyceriden oder von Lanolin rief Erniedrigung der Wasserdampfabgabe 
um 20—40% hervor im Vergleich zur Wasserabgabe der gleichen Hautpartie vor 
dem Auftragen der Fettstoffe. 

2. Calciumchlorid-Methode. Um zu exakteren Ergebnissen zu kommen, 
lieBen wir tiber einen abgegrenzten Hautbezirk normale Zimmerluft streichen und 
fiihrten diese durch ein Calciumchlorid-Rohr (U-Rohr), dessen Gewichtszunahme 
bestimmt wurde. Die Ergebnisse decken sich im allgemeinen mit denen der Lithium- 
chlorid-Methode. Ein Nachteil der Calciumchlorid-Methode liegt darin, daB die 
Absorptionsfahigkeit des Calciumchlorids offenbar durch Aufnahme mitverdamp- 
fender nicht-waBriger Anteile gestért wird. 

3. Ausfrier-Methode: Genau reproduzierbare Ergebnisse erhielten wir 
durch Uberleiten eines vorgetrockneten Zimmerluftstromes iiber einen abgegrenzten 
Hautbezirk, Ausfrieren des Wassers in einer Kiihlschlange bei —70° und anschlie- 
Bende gravimetrische Bestimmung der Wassermenge. Der zu untersuchende Haut- 














(1955) 


nono. 
ment- 
urch. 
wenn 
100% 
dem 
kein 
1 ein- 
it an 
rten, 


enen 
nder 

auf 
H aut 
r re- 
folge 
Laut 
halb 
pien 
sten 


elek- 
ium- 

ver- 
KUIZ- 
sser- 
Zeit, 
noch 

Sté- 
- Die 

von 
gabe 
. vor 


men, 

und 
hme 
jum- 
- die 
mp- 


wir 
zten 
hlie- 
aut- 











Bd. 301 (1955) Messung der Wasserdampfdurchlassigkeit diinner Filme 23 
bezirk wird durch eine warmedurchiassige Haube iiberdeckt, so daB die itiber der 
Haut liegende Luftschicht eine Héhe von etwa 4 mm hat. Die Geschwindigkeit des 
iiberstreichenden Luftstromes bemiBt man so, daB unter der Haube weder Tempe- 
ratursteigerungen noch -senkungen auftreten. Denn bei stagnierender Luft wiirde 
unter der Haut die Temperatur steigen und die sich erwarmende Haut vermehrt 
Wasser abgeben. Der Luftstrom muB daher einerseits so groB sein, daB die Luft 
unter der Haube weit von ihrer Wasserdampf-Sattigung entfernt ist, anderseits 
darf durch zu starke Luftstr6mung keine Temperatursenkung des Hautbezirks ein- 
treten. Wir benutzen also die thermoelektrische Temperaturmessung der Haut- 
oberflache als Kriterium fiir einen Zustand, der einer der Messung nicht unter- 
worfenen Hautpartie entspricht. Das Kernproblem, die Abfiihrung des Haut- 
Wasserdampfes ohne Reiz-Riickwirkungen auf die Haut, diirfte durch die Ent- 
wicklung dieser MeBanordnung gelést sein. 

Abb. 4. Schematische Anord- a 


nung zur Messung der Wasser- 

dampfabgabe lebender Haut 

mit der Ausfriermethode (Be- 
schreibung im Text). 

















Ausfiihrung einer Messung (s. hierzu Abb. 4): Die warmedurchlassige 
Haube H, bestehend aus diinnem Kupferblech mit Schaumgummi-Umrandung, 
wird iiber den zu untersuchenden Hautbezirk (50 cm?) gedeckt. Mit einer kleinen 
Membranluftpumpe M wird vorgetrocknete Zimmerluft (Trockentiirme T, und T, 
mit CaCl,) von gemessenem Wassergehalt und konstanter Temperatur 5 Min. iiber 
den abgegrenzten Hautbezirk geleitet. 

Die iiber die zu messende Hautflache gefiihrte Luft wird durch eine Kiihl- 
falle S geleitet. Diese besteht aus einer Glasrohrspirale, welche unten zu einer 
kleinen Kugel erweitert ist. Sie befindet sich in einem Aceton-Kohlensaureschnee- 
Kiblbad von — 70°. Die in dem Spiralrohr 8S kondensierte Fliissigkeit wird nach 
Temperieren (30 Min.) und gutem Abwischen des Rohres durch Wagung bestimmt. 
Genauigkeit der Wagung etwa + 0,2 mg. Die Temperatur der Hautoberflache 
kontrolliert man laufend durch ein Thermoelement. Die Strémungsgeschwindigkeit 
der Luft wird durch ein Rotameter R gemessen, das sich an das Spiralrohr S an- 
schlieBt. In unseren Versuchen betragt die Strémungsgeschwindigkeit der Luft 
meist 200 ccm/min. 


B. Anwendung der Methode 

Vor der Bestimmung der Wasserdampfdurchlassigkeit von auf- 
gebrachten Fettfilmen war es noétig, die Wasserdampfabgabe un- 
behandelter Haut kennenzulernen. Die zumeist an der Innenseite 
des Unterarms ausgefiihrten Messungen ergaben Werte, die im Mittel 
bei 0,34 y H,O pro sec und cm? lagen und eine mittlere Abweichung 
vom Mittelwert von -+0,05 y aufwiesen. In der Literatur!? wird fiir 
den erwachsenen Menschen die Wasserabgabe der Haut in 24 Stdn. mit 
450 cem angegeben. Aus diesem Wert errechnet sich bei einer angenomme- 
nen durchschnittlichen Hautoberfliche von 1,8 m? eine Wasserdampf- 
abgabe von 0,29 y H,O pro sec und cm?. Dieser Wert fallt in die Schwan- 
kungsbreite unserer Bestimmungen (s. 0.), so da®B es erlaubt sein dirfte, 


12 H. Rein, Lehrbuch der Physiologie, Verlag Springer. 
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aus unseren an 50 cm? gewonnenen Werten umgekehrt auf die gesamte 
Hautoberflache zu schlieBen. 

Von den zu untersuchenden Fettstoffen eignen sich fiir die Haut. 
messungen nur solche von 6liger oder sehr weicher Konsistenz. Diese 
Stoffe werden auf einem Plexiglas-Pistill, welches eine kleine flache 
Mulde besitzt, eingewogen, auf die Haut aufgetragen, worauf an. 
schlieBend das Pistill zuriickgewogen wird. Fettstoffe, die nur durch 
kraftiges Einreiben auf der Haut zu verteilen sind, liefern meist schwan- 
kende Ergebnisse, da durch das Einreiben die Durchblutung der Haut 
und damit auch ihre Wasserdampfabgabe beeinfluBt wird. Alle benutzten 
Fettstoffe miissen vollig wasserfrei sein, da sonst zu hohe Werte ge. 
funden werden. Die auf den zu messenden Hautbezirk verteilte Fett- 
menge liegt zwischen 0,3 und 1 mg pro cm2, so daB in unserer Versuchs. 
anordnung rd. 50 mg des zu priifenden Fettes als Einwaage fir jede 
Messung erforderlich sind. 

Die in wiederholten Messungen am gleichen Fettstoff unter Ein- 
haltung identischer Versuchsbedingungen erhaltenen Verdampfungs- 
werte sind gut reproduzierbar. Dagegen ergeben sich betrachtliche Unter- 
schiede in der Wasserdampfdurchlassigkeit von Fettfilmen auf der 
lebenden Haut, wenn man Fettstoffe verschiedener chemischer 
Struktur miteinander vergleicht. Uber die hier aufgefundenen Zu- 
sammenhange berichten wir u. a. in einer anschlieBenden Mitteilung. 


Zusammenfassung 


Es wird eine neuartige Methode zur Bestimmung der Wasser- 
dampfdurchlassigkeit mono- und polymolekularer Filme auf 
Wasseroberflachen beschrieben. Damit gelingt es erstmalig, zu- 
gleich mit der F/A-Isotherme und dem Grenzflichenpotential auch die 
Wasserdampfdurchlassigkeit des Films wahrend der Schubmessung 
kontinuierlich zu registrieren. 


Die Methode beruht auf der Anwendung zweier als Thermoelemente 
geschalteter Kiithlsonden, von denen sich die eine iiber filmbedeckter, 
die andere tiber filmfreier Wasseroberfliche befindet. Der an den Mef- 
sonden kondensierende Wasserdampf ruft Temperaturainderungen her- 
vor, aus denen die durch den Film tretende Wasserdampfmenge im Ver- 
gleich zur Verdampfung der freien Wasseroberfliche ermittelt werden 
kann. 

Am Beispiel der monomolekularen Filme von Palmitin- und Stearin- 
siure wird gezeigt, daB zwischen wachsendem Schub und zunehmender 
Hemmung der Wasserverdampfung Parallelitat besteht. 

Fir die Messung der Wasserdampfdurchlassigkeit von Fett- 
filmen auf lebender Haut wird ein geeignetes Verfahren mitgeteilt. 
Es beruht auf der gravimetrischen Bestimmung der Wassermenge, die 
ein vorgetrockneter Luftstrom beim Uberleiten iiber einen abgegrenzten 
Hautbezirk hinwegfiihrt. 
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Summary 


A new method is described for the determination of the perme- 
ability to water vapour of mono- and polymolecular films on water sur- 
faces. By this method it is possible for the first time during the measu- 
rement of surface pressure to record continuously the permeability to 
water vapour of the film simultaneously with the F/A isotherm and the 
surface potential. 

The method depends on the use of two sondes, connected in the 
form of a thermo-couple, one being situated over a water surface covered 
with a film and the other over a film-free water surface. The water va- 
pour which condenses on the sondes produces changes in temperature 
from which the amount of water diffusing through the film in compa- 
rison with the evaporation of the free water surface can be determined. 

It is shown from the example of monomolecular films of palmitic 
and stearic acid that there is a linear relation between increasing surface 
pressure and increasing retardation of the water evaporation. 

A suitable method is described for the measurement of the perme- 
ability to water vapour of films of fatty substances on living skin. It 
depends on the gravimetric determination of the quantity of water 
which is swept away by a pre-dried stream of air when passed over a 
restricted area of skin. 
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Chemische Struktur und Wasserdampfdurchlassigkeit 
diinner Filme auf Wasser und auf lebender Haut 


Von 
Giinther Weitzel*, Anna-Maria Fretzdorff und Siegfried Heller 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 


Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Marz 1955) 


In vorangehenden Grenzflichenuntersuchungen priiften wir!-® an 
verschiedenen Gruppen langkettiger polarer Verbindungen die Zu- 
sammenhange zwischen Filmeigenschaften, chemischer Struktur 
und biologischem Verhalten. Unter Verwendung von kompletten 
analogen und homologen Reihen reinster, synthetisch gewonnener Fett- 
sduren lieB sich zeigen, daB das Verhalten einer Substanz im Film 
eine direkte Folge der chemischen Konstitution der film- 
bildenden Molekiile ist und da8 schon geringe strukturelle Unter- 
schiede erhebliche Anderungen der Filmeigenschaften bewirken kénnen. 
Beispiele hierfiir sind die Flachenwerte pro Molekiil bei kontinuierlicher 
Verlangerung der Seitenkette einer verzweigten Fettsiure, wobei der 
Flachenbedarf in Abhangigkeit von der chemischen Konstitution in 
gesetzmaBiger Weise zunimmt!, sowie die Anderungen des Verlaufs 
der F/A-Isothermen bei strukturisomeren Alkoholen oder Fettsauren, 
etwa beim ,,Durchwandern“ einer seitenstindigen Methylgruppe vom 
carboxylnahen zum carboxylfernen Ende der Hauptkette? 3. 

Unsere bisherigen Grenzflichenuntersuchungen stiitzen sich auf die 
Bestimmung der F/A-Isothermen und der Grenzflachenpotentiale 
monomolekularer Filme, wobei wir jedoch nicht die bisher bekannten 
Verfahren, sondern wesentlich verfeinerte, zum Teil neuartige MeB- 
methoden anwandten”* %. Das in der vorangehenden Mitteilung” 


* Jetzige Anschrift: Physiol.-Chem. Institut der Justus-Liebig-Hochschule, 
(16) GieBen, Friedrichstr. 24. 

1 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorffu.W.Savelsberg, diese Z. 285, 230 [1950]. 

2 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 189 [1951]. 

3G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 200 [1951]. 

4 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8S. Heller, diese Z. 290, 32 [1952]. 

5 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, S. Heller u. E. Graeser, Kolloid-Z. 127, 
110 [1952]. 

6 G. Weitzel, Kolloid-Z. 136, 124 [1954]. 

7 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 

8 S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 289, 288 [1952]. 

® S. Heller, Kolloid-Z. 136, 120 [1954]. 

10 S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z., vorangehende Mit- 
teilung. 
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entwickelte neuartige Verfahren zur Bestimmung der Wasserdampf- 
durchlassigkeit monomolekularer Filme erlaubt erstmalig eine 
rasche und kontinuierliche Registrierung der Wasserverdampfung 
zugleich mit der Aufnahme der F'/A-Isothermen. An Hand der erhaltenen 
Kurven ist es damit méglich, die Wasserdampfdurchlassigkeit des Films 
in Abhingigkeit von seiner Flaichendichte in jedem beliebigen Punkte 
der Schubkurve direkt abzulesen. Bereits bei den Testsubstanzen 
Palmitin- und Stearinséure! war eine auffallende Parallelitat der 
F/A-Isothermen mit den Kurven der Wasserverdampfung zu erkennen; 
zugleich ergab sich, da dem relativ geringen Unterschied in der chemi- 
schen Konstitution beider Saéuren ein betrichtlicher Unterschied in der 
Starke des abdeckenden Effektes gegeniiber stand. Es war daher zu 
erwarten, daB die Bestimmung der Wasserdampfdurchlassigkeit 
monomolekularer Filme in ahnlicher Weise wie die Schubmessung 
(= Bestimmung der F'/A-Isothermen) tiefere Einblicke in die Zusammmen - 
hinge zwischen molekularer Struktur und speziellem Filmver- 
halten erlauben wiirde. Nachstehend berichten wir unter diesem 
Gesichtspunkt iiber die Wasserdampfdurchlassigkeit der Filme ver- 
schiedener Gruppen langkettiger Verbindungen, wobei wir auBer Messun- 
gen auf Wasseroberflachen auch solche auf lebender Haut durch- 
fihrten. 


Methodik und Substanzen 


Schubmessungen: Nach dem friiher’ beschriebenen Verfahren. 

Messungen der Wasserdampfdurchlassigkeit: Nach den in der vor- 
angehenden Mitteilung!® beschriebenen Methoden fiir Filme auf Wasser und auf 
lebender Haut. 

Substanzen: Darstellung der normalen Fettséuren C,., Cy4, Cy, Cig Syn- 
thetisch aus n-Decylbromid durch Malonester-Aufbau. n-Dodecansaure, Schmp. 
43,5—44°; Aquiv. -Gew. gef. 200,3, ber. 200,38. n-Tetradecansaure, Schmp. 
53,5—54°; Aquiv.-Gew. gef. 228,4, ber. 228,3. n-Hexadecansaure, Schmp. 
61,5629; Aquiv.-Gew. gef. 256,2, ber. 256,4. n-Octadecansaure, Schmp. 69 bis 
69,5°; Aquiv.-Gew. gef. 284,5, ber. 284,5. Methyl-verzweigte Hexadecan- 
und Octadecansauren: Darstellung nach Weitzel und Wojahn!”, Dar- 
stellung der Athylester nach", S. 74, Reduktion der Athylester mit Lithiumaluni- 
niumhydrid zu den entsprechenden methylverzweigten Fettalkoholen eben- 
falls nach", S. 74 und nach!®, Darstellung der n-Octadecylester: Aus n-Octa- 
decyl-jodid und dem Silbersalz der betreffenden Fettséure in siedendem Toluol. 
n-Octadecyl-acetat, Schmp. 32,5—33°. n-Octadecyl-propionat, Schmp. 30,5 
bis 31°. n.-Octadecyl-butyrat, Schmp. 18,5—19°. n-Octadecyl-heptanat, 
Schmp. 24—24,5°. n-Octadecyl-4-methyl-hexanat, Schmp. 18—19° (alle aus 
Aceton kristallisiert). 

Darstellung von Glyceriden der Fettsiuren mit mehr als 12 C-Atomen*: 
Erhitzen der berechneten Mengen von Glycerin und Fettsiure im Wasserstrahl- 
vakuum auf 200° im Luftbad unter Abdestillieren des gebildeten Wassers. Auf- 
nehmen des Produktes in Petrolither, Waschen mit schwach alkalischem 70-proz. 
Athanol, Waschen der petrolitherischen Lésung mit Wasser, Trocknen mit Na,SO,, 


u G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 65 [1951]. 

2 G. Weitzel u. J. Wojahn, diese Z. 287, 296 [1951]. 

128 Fiir die Uberlassung von Glyceriden der Fettsauren Cy, Cy) und C,, sowie 
von Eruca- und Brassidinsaure danken wir den Imhausen-Werken, Witten/Ruhr. 
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Abfiltrieren, Abdestillieren des Petrolathers, Entfernen der letzten Petrolather. 
reste im Hochvakuum. 
Erucasaure (cis-13-Dokosensaure™"), Schmp. 33—33,5° aus Petrolather, 
Brassidinsaure (trans-13-Dokosensaure!*), Schmp. 58,5—59° aus Petrol- 
ather. 
I. Ergebnisse der Filmmessungen auf Wasseroberflichen 


Geradkettige Fettsiuren und ihre Ester 


Aus den F/A-Diagrammen normaler langkettiger Verbindungen 
ist bekannt, daB die Festigkeit monomolekularer Filme mit wachsender 
Kettenlange laufend zunimmt!*!*, so steigt der zum Kollabieren der 
Filme erforderliche Schub (in Dyn/em) von Laurin- bis Stearinsiure 
stark an. Das gleiche gilt fiir langkettige Alkohole und fiir die Methyl. 
oder Athylester der Fettsiuren. Die in der vorangehenden Arbeit’ am 
Beispiel der Palmitin- und Stearinsiure erhobene Feststellung, wonach 
die Kurve der Wasserdampfdurchlissigkeit mit der F/A-Isotherme 
konform geht, veranlaBte uns, die kombinierten Schub- und Ver. 
dampfungsmessungen auf die Filme weiterer geradkettiger Fettsiuren 
und ihrer Ester mit ein- und mehrwertigen Alkoholen auszudehnen. 


Tab. 1. Wasserdampfdurchlassigkeit der monomolekularen Filme geradkettiger 
Fettsauren, einiger Glyceride und Athylester auf Wasser (alle Messungen bei 
. 19,5° auf 0,01-n. HCl). 








Wasserdampf- Sv earennepenerch 
NS P webs ee: ole A? pro | Dyn pro |lassigkeit nach dem 
, ino _| Molekiil* cm* |Zusammenbruch des 
/0 Films 
Dodecansaure . . 96— 100 19,0 -— gleichbleibend 
Tetradecansaure . 91 19,6 29,2 leicht zunehmend 
Hexadecansaure . 46 19,0 52,0 leicht zunehmend 
Octadecansaure. . 19 19,5 60,0 leicht abnehmend 
Octansaure-trigly- 
hana eee ie, 100 87.7 17,5 gleichbleibend 
Decansaure-trigly- 
RN M8 .s>s 100 79,0 15,8 gleichbleibend 
Dodecansaure-tri- 
glycerid .... 95 76,0 18,4 gleichbleibend 
Tetradecansaure- 
triglyeerid . . . 62 61,2 31 leicht abnehmend 
Octadecansaure- 
triglycerid . . . 36 55,2 39 leicht abnehmend 
Hexadecansaure- 
athylester . . . 44 18,7 26 leicht abnehmend 
Octadecansaure- 
athylester . . . 18 19,8 41,5 leicht abnehmend 














* A*- und Dynwerte sind synchron mit dem fiir die Wasserdampfdurchlassigkeit angegebenen 
Werte ermittelt. 


13, N. K. Adam, The Physics and Chemistry of Surfaces, 3. Aufl., Oxford 1941. 
4H. J. Trurnit, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 4, 347—476 [1945]. 
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An Hand von Tab. 1 1aBt sich das Verhalten der Filme homologer 
Verbindungen vergleichen. Hier sind die ganz kurz vor dem Zusammen- 
pruch der Filme, also bei dichtester Packung der monomolekularen 
Schicht ermittelten Werte fiir die Wasserdampfdurchlassigkeit gerad- 
kettiger Fettsiuren und ihrer Ester zusammengestellt. 

Die Angabe der Wasserdampfdurchlassigkeit in % beruht auf folgendem 
Bezugssystem: Filmfreie Wasseroberfliche = 100% Wasserdampfabgabe, vdllig 
abgedeckte Wasseroberfliche = 0% Wasserdampfabgabe. Der abdeckende Effekt 
eines Films ist daher um so gréBer, je niedriger die fiir die Wasserdampfdurch- 
lassigkeit ermittelte Prozentzahl liegt. 

Wie aus Tab.1 hervorgeht, zeigt Dodecansaure, deren F/A- 
Kurve einem gasformigen, nicht kondensierenden Film entspricht, 
eine Wasserdampfdurchlassigkeit von 96—100%, d.h. der Laurin- 
siurefilm behindert das Durchtreten von Wasserdampf praktisch nicht. 
Bei Tetradecansaure beobachtet man dagegen im kondensierten 
Zustand des Films eine deutliche Hemmung der Wasserverdampfung, 
so da8 kurz vor dem Kollaps (bei 19,6 A?/Molekiil) die durchtretende 
Wassermenge auf 91% des Wertes einer freien Wasseroberfliche 
(= 100%) absinkt. Dieses Verhalten verstarkt sich bei Hexadecan- und 
Octadecansiure, bei denen die Wasserdampfdurchlassigkeit am Kollaps 
nur noch 46% bzw. 19% betragt. 

In entsprechender Weise findet man bei den Glyceriden der Fett- 
siuren eine zunehmende Behinderung des Wasserdampfdurchtritts erst 
bei den héheren Kettenlangen. Die Filme der Glyceride mittlerer Fett- 
siuren wie z. B. Octan- und Decansaure-triglycerid lassen eben- 
soviel Wasserdampf abdunsten wie eine freie Wasseroberfliche; erst 
Laurinsaéuretriglycerid zeigt eine ganz geringe Hemmung (95%). 
Die Triglyceride der Fettsiuren C,, und C,, dagegen behindern die 
Wasserverdampfung erheblich: Der Film des Myristinsaure-trigly- 
cerids setzt sie auf 62%, derjenige des Stearinsaure-triglycerids 
auf 36% herab. Das starke Absinken der Wasserdampfdurchliassigkeit 
bei Kettenlangen von C,, an aufwarts macht sich wie bei den freien 
Fettsiuren in gleicher Weise auch bei den Filmen der Athylester be- 
merkbar (Tab. 1): Palmitinsaiure-athylester vermindert im Ver- 
gleich zur freien Wasseroberfliche (= 100%) die Wasserdampfdurch- 
lissigkeit auf 44%, Stearinsiure-aithylester sogar auf 18%, so 
da sich sehr ahnliche Verdampfungswerte wie bei den entsprechenden 
freien Saéuren ergeben. 

Tab. 1 gibt zugleich Hinweise auf die Abdeckung der Wasserober- 
fliche, wenn nach Kollabieren des Films mehrfach molekulare Lagen 
auftreten. Denn beim Zusammenschieben des Films iiber den Kollaps- 
punkt hinaus entstehen durch schollenartige Ubereinanderlagerung un- 
regelmaBig angeordnete Mehrfachfilme, die praktisch wichtig sind, da 
in der Natur mit ahnlichen Mehrfachschichten, jedoch nur selten mit 
monomolekularen Filmen zu rechnen ist. In der letzten Spalte der Tab. 1 
ist vermerkt, wie sich nach dem Kollaps die Wasserdampfdurchlassigkeit 
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andert, d. h. ob zunehmende, gleichbleibende oder abnehmende Tendenz 
zur Abdeckung der unter dem Film befindlichen Wasseroberflache zy 
beobachten ist. Man sieht, daB die Wasserdampfdurchlassigkeit nach 
dem Kollaps mit der Bildung des Mehrfachfilms sich insofern einheitlich 
verhalt, als sie nur wenig vom Verhalten des monomolekularen Films 
abweicht. Die mittleren Kettenlaingen (Cg, C,,, C,), die im Monofilm als 
freie Fettséuren oder Glyceride keine Abdeckung zeigen, lassen diese 
auch im Mehrfachfilm vermissen. Bei den héheren Kettenlangen bleibt 
die Hemmung der Wasserdampfdurchlassigkeit, die bereits in der einfach 
molekularen Schicht vorliegt, in der Mehrfachschicht bestehen. Jedoch 
zeigt der Film bei Myristin- und Palmitinsaéure geringe Erhéhung der 
Wasserdampfdurchlassigkeit, vermutlich als Folge der durch den Zu- 
sammenbruch bedingten Auflockerung. Bei Stearinsiure dagegen beob- 
achtet man im AnschluB an den Kollaps keine Erhéhung der durch den 
Film hindurch tretenden Wassermenge. Ganz ahnlich verhalten sich die 
Glyceride von Tetradecan- und Octadecansiure sowie die Athylester 
von Hexadecan- und Octadecansiiure: Hier deckt der Mehrfachfilm die 
Wasseroberfliche noch wirksamer ab als der monomolekulare Film. 

Abbildungen der gleichzeitig registrierten Isothermen fiir Schub-/ 
Flachenwerte und Wasserverdampfung finden sich fiir Palmitin- und 
Stearinsaure in der vorangehenden Arbeit!®. Das F/A- und Wasser- 
verdampfungs-Diagramm des Stearinsiure-athylesters ist in der 
vorliegenden Arbeit zusammen mit demjenigen des Octadecyl-acetats 
in Abb. 3 (s. u.) aufgezeichnet. Diese Abbildungen lassen erkennen, da8 
im gasfO6rmigen Zustand der monomolekularen Filme eine Behinderung 
der Wasserverdampfung auch bei langen Ketten noch nicht erfolgt. 
Tab. 1 jedoch, deren Werte sich auf den Zustand der Filme ganz kurz 
vor dem Kollaps beziehen, zeigt, da im dicht gepackten Film die 
durch den Film verdampfende Wassermenge mit wachsender 
Kettenlange abnimmt. Bemerkenswert erscheint, daB die mittleren 
Kettenlangen auch bei mehrfach-molekularer Schichtung den Durch- 
tritt des Wasserdampfes nicht hemmen, wihrend die héheren Ketten- 
langen erst dann die Wasserdampfabgabe behindern, wenn ihre mono- 
molekularen Filme zu kondensieren beginnen. Zusammenfassend lassen 
sich damit aus Tab. 1 zwei wesentliche Faktoren fiir die Hemmung 
der Wasserverdampfung durch monomolekulare Filme ablesen: Ketten- 
lange und Packungsdichte der filmbildenden Molekiile miissen 
geniigend groB sein. 


Verzweigtkettige Fettsiuren und ihre Ester 
Die an geradkettigen Verbindungen erhobenen Befunde fihrten 
zu der Frage, wie sich die Wasserdampfdurchlassigkeit bei Filmen von 
Substanzen verhalt, die zur Hemmung der Wasserverdampfung zwar 
ausreichende Kettenlingen (C,,, C,,) besitzen, jedoch auf Grund ihrer 
molekularen Struktur keine so hohe Packungsdichte erreichen wie die 
in Tab. 1 angefiihrten Substanzen. Hierher gehéren z. B. verzweigt- 
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kettige Verbindungen, iiber deren Wasserdampfdurchlassigkeit im 
monomolekularen Film Tab. 2 Auskunft gibt. Die dort zusammengestell- 
ten methyl-verzweigten Substanzen, teils freie Sduren, teils Athyl- 
ester oder Glyceride, weichen in der Wasserdampfdurchlassigkeit ihrer 
monomolekularen Filme von den geradkettigen Verbindungen der Tab. 1 
betrichtlich ab. Denn in allen Fallen findet man trotz Messung der 
Verdampfungsgr6Be kurz vor dem Kollaps des Films nur sehr geringe 
oder gar keine Hemmungen der Wasserverdampfung. Obwohl es sich 
nur um methyl-verzweigte Stoffe, also um die kleinstmégliche Ketten- 
verzweigung handelt, scheint bereits dadurch die Filmstruktur soweit 
gelockert zu werden, daB eine abdichtende Wirkung auf die Wasserdampf- 
abgabe der Oberflache kaum noch besteht. 

In friheren Untersuchungen an kompletten analogen Reihen 
methyl-verzweigter Verbindungen, z. B. an samtlichen Monomethyl- 
palmitinsduren? und Monomethyl-stearinséuren*, hatten wir zeigen 
kénnen, daB die Position des seitenstandigen Methyls in der Kohlen- 
wasserstoffkette die physikalischen, chemischen und_biologischen 
Eigenschaften der betreffenden Kettenmolekiile deutlich variiert. Im. 
monomolekularen Film z. B. ist der Flachenbedarf des Einzelmolekils 
beimittelstandiger Methyl-Substitution am groBten, bei Methylierung 
am carboxylfernen Kettenende am geringsten. Daraus folgt, daB 
bei den Monomethyl-palmitinséuren die 15-Methyl-palmitinséure, bei 
den Monomethyl-stearinséuren die 17-Methyl-stearinsiure die gréBte 
Packungsdichte im Film erreichen, die allerdings noch erheblich hinter 
derjenigen von unverzweigter Palmitin- und Stearinséure zuriickbleibt. 


Tab. 2. Wasserdampfdurchlassigkeit der Filme verzweigtkettiger Fettsiuren, ihrer 
Glyceride und Athylester (alle Messungen bei 19,5° auf 0,01-n. HC\). 

















Wasserdampf- ¢ , 
Substanz —— FA od ~~ 
/O 

2-Methyl-hexadecansfure ...... 96 27,6 27 
8-Methyl-hexadecansfure ...... 98 28,4 29,1 
15-Methyl-hexadecansaure ..... . 98 23,9 24,8 
2-Methyl-octadecansféure. . ..... 98 25,0 32,4 
9-Methyl-octadecansiure. . ..... 98 28,1 32,6 
17-Methyl-octadecanséure ...... 88 23,1 37,0 
3.7.11.15-Tetramethyl-hexadecansaure 

(Phytansiiure) ......<6.... 100 37,0 24,6 
8-Methyl-hexadecansaure-athylester . . 98 34,6 15 
15-Methyl-hexadecansaure-aithylester . 98 28,6 16,1 
4-Methy]-dodecansaure-triglycerid. . . 99 83,6 22,6 
10-Methyl-octadecansaure-triglycerid . 98 90,2 37,7 


Die drei in Tab. 2 angefiihrten Methyl-hexadecansauren lassen 
einen sicheren EinfluB der Position der Methyl-Verzweigung auf die 
Wasserdampfdurchlassigkeit der Filme nicht erkennen. Die drei Saéuren 
zeigen so gut wie keine Behinderung der Wasserdampfabgabe, die Unter- 
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schiede der gemessenen Werte liegen innerhalb der Fehlerbreite der 
Methode. Dagegen macht sich bei den drei Methyl-octadecansauren 
in Tab. 2 deutlich eine verstarkte Hemmung des Wasserdampf. 
durchtritts bei 17-Methyl-octadecansiure bemerkbar, bei der. 
jenigen Saure der ganzen Reihe also, welche im Film den geringsten 
Flichenbedarf pro Einzelmolekiil (23,1 A?) und damit die griBte 
Packungsdichte besitzt. 17-Methyl-octadecansdure itbertrifft alle in 
Tab. 2 enthaltenen Substanzen hinsichtlich der Hemmung des Wasser. 
dampfdurchtritts durch den Film; sie ist offenbar eine der wenigen ver. 
zweigtkettigen Verbindungen, bei denen Kettenlange und Packungs. 
dichte im Film gerade noch zu einer nennenswerten Behinderung des 
Wasserdampfdurchtritts ausreichen. 

Das Verhalten des Films der vierfach methylverzweigten Phytan- 
siure tiberrascht nicht: Die Verdampfung ist hier ebenso groB wie bei 
einer freien Wasseroberflache. Offenbar ist, wie aus dem Flachenbedarf 
von 37 A2 pro Molekil hervorgeht, der Phytansiurefilm so locker 
strukturiert, daB eine abdichtende Wirkung auf das verdampfende 
Wasser nicht vorhanden ist. Die in Tab. 2 angefihrten Athylester 
zweier methyl-verzweigter Palmitinsiuren schlieBen sich den Werten 
der dazugehérenden Sauren an: eine Hemmung der Wasserverdampfung 
liegt praktisch nicht vor. Das gleiche gilt fiir die Triglyceride der 
4-Methyl-laurinsiure und 10-Methyl-octadecansiure, deren Flachen- 
werte bei Bezug auf die einzelne Fettsiurekette bei 28—30 A2 liegen. 
Die Wasserdampfdurchlassigkeit ist bei diesen beiden Filmen voll er- 
halten, woraus man schlieBen kann, da die Verklammerung dreier 
verzweigtkettiger Fettsiuremolekiile im Triglycerid den Durchgang des 
Wasserdampfes ebensowenig stdért wie beim Vorliegen der einzelnen 
Kettenmolekiile in den Filmen der Athylester oder der freien verzweigt- 
kettigen Fettsaéuren. 

In Tab.2 ist die Wasserdampfdurchlassigkeit nach dem Zu- 
sammenbruch der Filme, d. h. im mehrschichtigen Film, nicht angegeben, 
weil sie in allen Fallen mit der Wasserdampfdurchlassigkeit des mono- 
molekularen Films identisch ist. Auch hier zeigt sich das bereits bei den 
geradkettigen Verbindungen (s. Tab. 1) beobachtete Verhalten: Sub- 
stanzen, die in einfach molekularer Schicht die Wasserdampfabgabe 
nicht behindern, hemmen diese auch im Mehrfachfilm nicht. Dagegen 
setzt sich die im monomolekularen Film der 17-Methyl-stearinsaure 
gemessene Erniedrigung der Wasserverdampfung auch nach dem Kollaps 
des Filmes weiter fort. 

Die Parallelitaét von F/A-Isothermen und Verdampfungs-Iso- 
thermen ist bei den verzweigtkettigen Verbindungen nicht in gleicher 
Weise gewahrt wie bei den geradkettigen. Als Beispiel hierfiir sind in 
Abb. 1 die registrierten Kurven von 9-Methyl- und 17-Methyl-octa- 
decansiure wiedergegeben. Man erkennt im Diagramm der 9-Methyl- 
stearinsaéure, daB dem Anstieg der Dynwerte bei Kondensations- 
beginn des Films, d. h. vom Punkte D ab, nur ein sehr geringes Ansteigen 
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des abdeckenden Effektes entspricht. Auch bei héchstmdglicher 
Packungsdichte des monomolekularen Films, im Kollaps der 9-Methyl- 
stearinsdure, tritt so gut wie keine Behinderung der Wasserverdampfung 
ein. Daraus geht hervor, daB der hier erreichte Kondensationsgrad, 
welcher durch eine Packungsdichte von 28 A? pro Molekiil bei einem 
Schub von rd. 33 Dyn gekennzeichnet ist, noch nicht zu einer nennens- 
werten Behinderung des Wasserdampf-Durchtritts ausreicht. 


Anders verhalt sich dagegen 17-Methyl-octadecansiure, wie 
bereits aus Tab. 1 (s. 0.) hervorging. Der Film erreicht einen hédheren 














2 20 
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Abb. 1. F/A-Isothermen (———) und Wasserdampfdurchlassigkeit (- - -- - ) der 
Filme von 9-Methyl-stearinsiure (oben) und 17-Methyl-stearinsdiure (unten). 
Registrierung bei 19,5° auf 0,01-n. HCl. 


Kondensationsgrad, d.h. héhere Packungsdichte und héhere Schub- 
werte im Kollaps (23 A2/Molekiil bei 37 Dyn/em). Dementsprechend 
zeigt die Isotherme der Wasserdampfdurchlassigkeit des Films, wie aus 
dem Diagramm in Abb. 1 hervorgeht, einen deutlichen Anstieg mit 
wachsender Kondensation, ohne daB man jedoch von einer so aus- 
gepragten Parallelitat zur F/A-Isotherme wie bei den geradkettigen 
Substanzen sprechen kénnte. Denn bei diesen beginnt die Hemmung 
der Wasserverdampfung zu Kondensationsbeginn im Punkte D der 
Schubkurve, wihrend der Film der 17-Methyl-stearinsiure erst kurz 
vor dem Kollaps verminderte Wasserdampfdurchlassigkeit zeigt, dann 
allerdings parallel zum Anstieg der Dynwerte. 


Langkettige Alkohole 


Die an geradkettigen und verzweigtkettigen Fettséuren und ihren 
Estern erhaltenen MeBergebnisse erlauben, wie vorstehend ausgefiihrt 
wurde, Riickschliisse auf die Zusammenhainge zwischen Wasserdampf- 
durchlassigkeit und molekularer Struktur der filmbildenden Molekiile. 
Wendet man die dabei gewonnenen Erfahrungen auf die in Tab. 3 zu- 
sammengestellten langkettigen Alkohole an, so muB man erwarten, 
daB die geradkettigen primiren Alkohole mit 16 und 18 Kohlenstoff- 
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atomen die Wasserverdampfung in ahnlicher Weise wie die entsprechen. 
den Fettsiuren hemmen, denn wie bei diesen erreichen die Filme der 
Alkohole hohe Packungsdichten (unter 20 A2/Molekiil) und betrachtliche 
Dynwerte (fast 60 Dyn/em im Kollaps des Octadecanols). Man findet 
in der Tat (Tab. 3) bei n-Hexadecanol und n-Octadecanol stark 
herabgesetzte Werte fiir die Wasserdampfdurchlissigkeit der mono. 
molekularen Filme, die Abdeckungseffekte liegen im gleichen Bereich 
wie bei Palmitin- und Stearinsaure. 


Tab. 3. Wasserdampfdurchlassigkeit der Filme langkettiger Alkohole (alle Messun. 
gen auf 0.01-n. HCI bei 19,5°). 




















<< Wasserdampfdurch- 
in 0/,* Molekiil cm Zusammenbruch des 
ind Films 
n-Hexadecanol . . 33 18,9 48,6 abnehmend 
n-Octadecanol . . 19 18,8 58,0 abnehmend 
n-Octadecyl-acetat 17 18,8 56,2 abnehmend 
n-Octadecyl-pro- | 
a 17 19,0 36,1 abnehmend 
n-Octadecyl-butyrat 98 | 44,0 4,1 gleichbleibend 
n-Octadecyl-hep- | 
tenet 26 Ss 99 | 56,3 3,5 gleichbleibend 
n-Octadecyl-4-me- | 
thyl-hexanat . . 99 | 45,5 6,3 gleichbleibend 
2-Methyl-hexade- 
USI a ae 99 | 21,2 40,4 gleichbleibend 
8-Methyl-hexade- | 
ees rane 100 [ 27,2 32,3 gleichbleibend 
15-Methyl-hexade- 
Pe eae 95 20,6 37,9 gleichbleibend 
POV: oh ioe ks. 100 | 34,9 26,5 gleichbleibend 


* Freie Wasseroberfliche = 100°/, Wasserdampfdurchlissigkeit, véllig abgedeckte Wasser- 
oberfliche = 0°/, Wasserdampfdurchlissigkeit. 


Die in Tab. 3 angefiihrten Octadecyl-ester geben Aufschlub 
iiber die Wirkung einer immer gréfer werdenden Fettsiurekomponente 
auf das Filmverhalten der Ester langkettiger Alkohole. Hinsichtlich 
der F/A-Isothermen hatten wir friiher'® bereits gefunden, daB die Werte 
des Flachenbedarfs pro Einzelmolekiil bei Octadecanol, Octadecyl-acetat 
und -propionat kaum differieren; es liegen starre, hochkondensierte 
Filme vor. Damit stimmen die bei Octadecyl-acetat und -propionat 
beobachteten Abdeckungseffekte iiberein: die Wasserdampfdurch- 
lassigkeit der Filme wird, wie aus Tab. 3 hervorgeht, bei beiden Filmen 
auf 17% herabgesetzt, d. h. praktisch auf den gleichen Wert wie beim 
freien Octadecanol (19%). Véllig anders verhalten sich dagegen Octa- 


15 G. Weitzel, Fette u. Seifen 53, 667 [1951]. 
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decyl-butyrat und -heptanat: sie bilden fliissige Filme, die schon bei 
geringen Schubkraften und hohem Platzbedarf pro Molekiil kollabieren. 


Eine Hemmung der Wasserverdampfung besteht nicht mehr. 


Der Wechsel der Filmeigenschaften beim Ubergang von Octadecyl- 
propionat zum -butyrat ist sehr eindrucksvoll und verlangt eine theo- 
retische Deutung. Man muB8 auf Grund der MeBergebnisse annehmen, 
daB die Veresterung des Octadecanols mit Essig- oder Propionsiure die 
Fahigkeit zur dichtesten Packung der langen Ketten im Film nicht stort. 
Offenbar reicht die Aufweitung der hydrophilen Kopfgruppe durch die 
Verkniipfung mit den Fettsaureresten C, oder C, sterisch nicht aus, um 
die Kettenassoziation zu behindern. Beim Butyrat und mehr noch beim 
Heptanat ist, wie die gemessenen Werte des Flaichenbedarfs pro Molekiil 
zeigen, jedoch anzunehmen, daB die in die Wasseroberflache eintauchende 
Estergruppe durch den Fettsaurerest eine so voluminése Form bekommt, 
daB die Gitterkrafte der langen Ketten beim Aufbau des Films nicht 
mehr wirksam werden kénnen. 


Diese Uberlegungen gelten in gleichem MaBe fiir den Octadecyi- 
ester der 4-Methyl-hexansaure (Tab. 3), welcher ebenfalls einen fliissigen, 
bei hohem Platzbedarf leicht kollabierenden Film bildet. Dement- 
sprechend setzt der Film dem durchtretenden Wasserdampf keinen 
Widerstand entgegen. Die Aufnahme dieser Verbindung in die vorliegende 
Arbeit erfolgte auf Grund des Vorkommens solcher Octadecyl-ester im 
Biirzeldriisenfett von Enten!®!? und Gansen!®. Friihere Untersuchungen 
hatten uns!° bereits zu der Ansicht gefiihrt, daB die spezielleStruktur 
des Biirzeldriisenfettes seiner Funktion angepaBt sei, auf dem Gefieder 
einen elastischen, nicht bréckelnden Fettfilm zu bilden. Hauptaufgabe 
dieser im Sekret der Biirzeldriisen enthaltenen fliissigen Wachse ist es 
zweifellos, das Federkleid unbenetzbar fiir Wasser zu machen. 
Ergainzend 1laBt sich nunmehr sagen, daf der Durchtritt des Wasser- 
dampfes, z. B. vom Tierkérper nach auBen, dadurch nicht behindert 
wird. 

Das ,,Umklappen* der Filmeigenschaften beim Ubergang von 
Octadecyl-propionat zum -butyrat wird in Abb.2 am Verlaufe der F/A- 
und Verdampfungs-Isothermen dieser beiden Verbindungen demonstriert. 
Man erkennt den hohen Anstieg der Dynwerte beim Propionat, der 
von einem starken Anstieg der Verdampfungshemmung begleitet wird. 
Das Octadecyl-propionat folgt damit grundsatzlich dem Kurvenverlauf 
des Acetates und des freien Octadecanols, deren Diagramme aus Platz- 
griinden hier nicht wiedergegeben werden. Im Gegensatz dazu zeigen die 
Isothermen des Octadecyl-butyrates (Abb.2) einen ganz anderen Ver- 
lauf: Die Wasserdampfdurchlassigkeit liegt bei 100%, d. h. die Hemmung 


16 G. Weitzel u. K. Lennert, diese Z. 288, 251 [1951]. 

1? G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff, J. Wojahn u. J.Goubeau, diese Z. 
291, 29 [1952]. 

18 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. J. Wojahn, diese Z. 291, 46 [1952]. 


3* 


G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, 


Bd. 301 (1955) 


36 


der Wasserverdampfung ist praktisch Null, der Film ertragt keine héheren 
Schubwerte als etwa 4 Dyn/cm. Dieser krasse Unterschied im Grenz. 
flichenverhalten zweier so ahnlich gebauter homologer Substanzen, von 
denen die eine 21, die andere 22 Kohlenstoffatome besitzt, wird nur ver. 
staindlich, wenn man die oben erérterten riumlichen Verhialtnisse der 
hydrophilen Kopfgruppe bei Verkniipfung mit verschieden groBen Fett. 
sdiureresten in Betracht zieht. 

Im AnschluB an die Octadecyl-ester sind in Tab. 3 noch die Me. 
ergebnisse zusammengestellt, die wir an den Filmen einiger methyl. 
verzweigter Hexadecanole erhielten. Fiir diese gilt das bei der Be. 
sprechung von Tab. 2 fiir methylverzweigte Palmitinséiuren Gesagte. 
ErwartungsgemaB hemmen die Filme von 2- und 8-Methyl-hexa- 





nf H20 
f 20% 4 
H t 60% Abb. 2. F/A-Isothermen ( ) und 
” i Wasserdampfdurchlassigkeit (-- -- -- ) der 
Sn Filme von n-Octadecyl-propionat (oben) 
Ss und n-Octadecyl-butyrat (unten). 









Registrierung bei 20° auf 0,01-n. HCl. 
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decanol die Wasserverdampfung nicht. 15-Methyl-hexadecanol 
zeigt jedoch eine etwas héhere Behinderung des Wasserdampfdurchtritts, 
so daB man hier den gerade erkennbaren EinfluB der héheren Packungs- 
dichte annehmen mu8. Der gemessene Wert von 95% Wasserdampf- 
durchlassigkeit im Vergleich zur freien Wasseroberfliche (100%) liegt 
auBerhalb der Fehlerbreite der Methode. 15-Methyl-hexadecanol hat 
unter allen Monomethyl-hexadecanolen den geringsten Flachenbedarf 
im Film (20,6 A2/Molekiil) und bildet einen kondensierten Film, der 
erst unter einem Schub von 40 Dyn zusammenbricht. Damit scheint fiir 
die Kettenlinge C,, die Filmstruktur des 15-Methyl-hexadecanols den 
Ubergang zu bilden zu den starker verdampfungshemmenden Filmen 
der geradkettigen Alkohole. SchlieBlich ist in Tab. 3 noch das vierfach 
methyl-verzweigte Phytol angefiihrt, welches sich ahnlich wie die in 
Tab. 2 enthaltene Phytansiure verhalt. Fiir die Wasserverdampfung 
stellen die Filme des Phytols, die hohen Platzbedarf haben und nur 
locker gepackt werden kénnen, kein Hindernis dar. 

In Abb. 3 gehen wir nochmals auf das Isomerenpaar Octadecy!|- 
acetat/Stearinsaiure-athylester (C,,H,,O,) ein. Beide Verbindun- 
gen unterschieden sich lediglich dadurch, daB die lange Kohlenwasser- 
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stoffkette einmal vom Alkohol, das andere Mal von der Fettsaure 








































eren 
‘enz- stammt. Dadurch weichen diese Ester in der Struktur ihrer hydrophilen 
von Kopfgruppe voneinander ab, denn die Carbonylgruppe befindet sich 
ver- beim Octadecyl-acetat auf der Seite der kurzkettigen, beim Stearin- 
der siure-athylester auf der Seite der langkettigen Esterkomponente. 
‘ett. Wir hatten friiher® im Grenzflachenpotential der Filme beider Verbin- 
dungen erhebliche Unterschiede gefunden: Das maximale Grenzflaichenpotential 
eB. des Stearinsdure-athylesters lag bei 380 mV, dasjenige des Octadecyl-acetats bei 
hyl. pe HO 
Be. c + 20% f 
ote. ; 
Ka- ; : 
t 50 H + 60% 
330 Pz: 
Abb. 3. F/A-Isothermen ( )  @ | rere e------- 07 
und Wasserdampfdurchlassigkeit 10 
und (----- ) der Filme von Octadecyl- 
) der acetat (oben) und Stearinsaure- 
ben) athylester (unten). Registrierung 
» bei 19,5° auf 0.01-n. HCI. 
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957 mV. Da das Grenzflachenpotential u. a. von der Flachendichte des Films ab- 


es hangig ist, konnte man zur Deutung dieser Differenz z. B. vermuten, daB Octa- 
Nngs- decyl-acetat auf Grund seiner Kopfgruppe eine dichtere Packung im Film erreicht 
n pf- als Stearinséure-athylester. Dann miBten jedoch auch erhebliche Unterschiede in 
iegt den F/A- und Verdampfungs-Isothermen beider Verbindungen auftreten. Aus 


had Abb. 3 geht hervor, daB die Verlaufsformen der F/A- und Verdampfungskurven 

auBerordentlich ahnlich sind, die Werte fiir den Flachenbedarf pro Molekil zu 
darf Kondensationsbeginn und im Kollaps sind fast identisch. Lediglich in den Schub- 
der werten beim Kollaps des Films liegt Octadecyl-acetat mit 56 Dyn/cem deutlich 


fiir hoéher als Stearinséure-athylester mit 42 Dyn/cm. Die Wasserdampfdurchlassigkeit 
i ist bei beiden Filmen die gleiche. Die F/A- und Verdampfungs-Diagramme diirften 
a sich daher kaum als Stiitze fiir die obengenannte Vermutung heranziehen lassen. 
i: Ungesattigte Fettsiuren 
= Der enge Zusammenhang zwischen Wasserdampfdurchlassigkeit und 
nur Struktur der filmbildenden Molekile, wie er an Hand der vorstehend be- 
handelten langkettigen Verbindungen demonstriert werden kann, lieB 
yl. auch Unterschiede in der Hemmung des Wasserdampfdurchtritts bei den 
un- | Filmen cis- und trans-isomerer ungesattigter Fettsauren er- 


— warten. Denn der Flachenbedarf cis-konfigurierter ungesattigter Sauren 
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ist im Film gr6Ber als derjenige der trans-konfigurierten Isomeren, so dag 
sich Grenzflichenmessungen zum Konfigurationsbeweis ungesattigter 
Verbindungen heranziehen lassen '*'*. Am Beispiel des Isomerenpaares 
Erucasaure (cis-13-Dokosensdure)/Brassidinsaure (trans-13-Doko. 
senséure) konnten wir die zu erwartenden Unterschiede in der Abdich. 
tung der Wasseroberfliche durch den monomolekularen Film deutlich 
nachweisen. Die trans-konfigurierte Brassidinséure bildet einen hoch- 
kondensierten, dichtgepackten Film, der erst bei 19,3 A?/Molekiil und 
einem Schub von rd. 55 Dyn/cem kollabiert. Dieser Film hemmt die 
Wasserverdampfung erheblich, er setzt sie auf etwa 41% im Vergleich 
zur freien Wasseroberfliche (= 100°) herab. Der Film der cis-konfi- 
gurierten Erucasdure dagegen, der bereits bei 27,4 A2/Molekiil und 
rd. 25 Dyn/em_ kollabiert, behindert den durchwandernden Wasser- 
dampf fast nicht. 








H;0 
50 50% | 
| 
& 
S30 75% 
~ 
S 
10 t -------~-------=--- 100% 
50 
. H,0 
75% 
eS 100% 








D 40 30 20 


Abb. 4. F/A-Isothermen ( ) und Wasserdampfdurchlassigkeit (--- --- ) der 
Filme von Brassidinsiure (oben) und Erucasaure (unten). Registrierung bei 20° 
auf 0,01-n. HCl. 


In Abb. 4 sind die F/A- und Verdampfungs-Isothermen der beiden 
Sauren aufgezeichnet. Man erkennt den steilen Anstieg der Dynwerte bei 
der trans-Form, welcher von einem entsprechenden Anstieg der Ver- 
dampfungshemmung begleitet wird. Im Gegensatz dazu zeigt der Film 
der cis-Form beim Anwachsen seiner Dynwerte mit fortschreitender Ver- 
kleinerung der Filmfliche kaum ein ,,Mitgehen‘‘ der Verdampfungs- 
kurve; die cis-konfigurierte Erucasiure wirkt somit gegeniiber Wasser- 
dampf praktisch nicht abdeckend. Dieses Verhalten steht in bester Uber- 
einstimmung mit den Vorstellungen iiber die sterische Form des Eruca- 
siure-Molekiils: Die Abwinkelung der Kohlenwasserstoffkette an der iso- 
lierten cis-Doppelbindung verleiht dem Molekiil eine sperrige Form, so 
daB die Packung im Film lockerer erfolgt als bei der gestreckten trans- 
Form, wie sie in der Brassidinsdure vorliegt. 
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II. Wasserdampfdurchliassigkeit von Fettfilmen 
auf lebender Haut 


Die Oberflache der gesunden Haut tragt einen diinnen Fettfilm und 
verhalt sich daher hydrophob; trotzdem wird die Haut aber durch- 
feuchtet und dunstet erhebliche Wassermengen ab. Es handelt sich 
hierbei nicht nur um das durch die SchweiBdriisen zugefiihrte Wasser, 
welches mengenmaBig stark schwankt, da seine Sekretion und Verdun- 
stung im Dienste der Temperaturregelung steht, sondern — wie in 
anderen Organen auch — um die aus den arteriellen Blutkapillaren ab- 
geschiedene Lymphe. Diese durchstrémt das ganze Gewebe, durch- 
feuchtet die Zellen und wird von den venésen Blutkapillaren wieder auf- 
genommen. In der Haut nimmt nach der Oberflache zu die Durchfeuch- 
tung mit zunehmender Verhornung des Epithels ab, wobei sich ein regu- 
lierfihiges Gleichgewicht zwischen den tieferen, quellfahigen, mit Wasser 
gesiittigten Epithelzellen und der fortlaufend Wasser abdunstenden 
Oberflache einstellt. In dieses natiirliche Gleichgewicht greift man beim 
Auftragen von Fettschichten auf die Haut ein; je nach Art der appli- 
zierten Fettstoffe wird dabei die Wasserabdunstung beeinfluBt. Im 
Normalfalle dirften dem natiirlichen Vorbilde solche Fette entsprechen, 
welche die Hautatmung, d.h. in der Hauptsache die Wasserdampfab- 
gabe, méglichst wenig behindern. 

Es war daher von Interesse, auch auf lebender Haut die durch 
Fettfilme hindurch verdampfenden Wassermengen kennenzulernen und 
diese zur chemischen Struktur der betreffenden Fettstoffe 
in Beziehung zu bringen. Wir benutzten hierzu die in der voran- 
gehenden Mitteilung’® beschriebene Methode zur Bestimmung der 
Wasserdampfabgabe lebender Haut; die Zahl der zu priifenden Fett- 
stoffe war jedoch durch zwei Voraussetzungen begrenzt : 

1. Fiir Hautmessungen sind nur weiche oder fliissige Filme ver- 
wendbar, die sich leicht, d. h. ohne starkeres Einreiben, auf der Haut 
verteilen lassen. 

2. Die aufzutragenden Fettstoffe diirfen kein Wasser enthalten, da 
andernfalls die Verdampfungswerte keine Riickschliisse auf die aus der 
Haut stammenden Wassermengen erlauben. 

Beim Auftragen salbenartiger oder fliissig-viskéser Fettstoffe auf 
die Haut entsteht ein mehrschichtiger Film, der mit den auf Wasserober- 
flichen untersuchten monomolekularen Filmen nicht direkt vergleichbar 
ist. Vor allem fehlt bei den Hautmessungen der EinfluB des Schubs, 
unter welchem die Filme auf Wasseroberflichen zur dichten Packung 
gebracht werden. Wir wissen jedoch aus den Messungen an Monofilmen, 
besonders durch die Bestimmung der Grenzflachenpotentiale, da8 auch 
ohne Schub die Filme geeigneter Verbindungen spontan kondensieren, 
so da bei ausreichender Oberfliche kondensierte und expandierte Film- 
bezirke nebeneinander vorhanden sein kénnen®!*. Beim Auftragen von 


19 PD, G. Dervichian, Kolloid-Z. 186, 126 [1954], Diskussionsbemerkung. 
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Fettstoffen auf die Haut entsteht der polymolekulare Film dadurch, dag 
gegeniiber der aufgebrachten Substanzmenge die zur Verfiigung stehende 
Hautflache fiir den Platzbedarf eines Monofilms viel zu gering ist. Aus 
den vorstehend mitgeteilten MeBergebnissen an Filmen auf Wasserober. 
flachen geht hervor, daB hinsichtlich der Wasserdampfdurchlassigkeit 
der mehrschichtige Film grundsatzlich dem Verhalten seines Monofilms 
folgt, d. h. wenn eine Substanz als Monofilm wasserdampfdurchlassig ist, 
dann ist sie es auch als Mehrfachfilm. Umgekehrt bleiben Abdeckungs. 
effekte der monomolekularen Filme auch nach dem Kollaps, d. h. im 
mehrschichtigen Film erhalten. Es war daher zu priifen, ob und in wel. 
chem MaBe die polymolekularen Filme auf lebender Haut in ihrer 
Wasserdampfdurchlassigkeit den GesetzmaBigkeiten folgen, die an mono- 
molekularen Filmen auf Wasseroberflachen zu beobachten sind. 


Tab. 4. Wasserdampfabgabe lebender Haut nach Auftragen verschiedener Fett- 
stoffe (Zimmertemperatur 20—23°, Luftfeuchtigkeit 45—46% relativ, Haut- 
temperatur 28-——30°). 























Unbedeckte | Direkt nach valig rae 
; Haut d. Auftragen ‘Auf em | Aufgetragene 
Substanz . Auftragen | Fettmenge 
H,0 in mg H,0 H.O car 
= 100% 2 mg pro cm 
in mg | in % |inmg| in% 
Vaseline . 5,25 2.47 | 47,1 | 2,21 | 42,1 0,82 
Bneenin 45) si lies ess 5,28 2,84 | 58.8 | 3,24 |] 61,3 0,94 
‘Palmitinsaure-athyl- 

PI nc. ae cs a 5,81 4,32 | 74,8 | 4,36 | 75,0 1,10 
n-Octadecyl]-propionat 4,77 4,80 |100,6 | 4,68 | 98,1 0,83 
Biirzeldriisenfett (Gans) 4.86 4,76 | 97,9 |} 4,71 | 96,9 1,0 
10-Methy]-stearinsaure- 

triglycerid. . . .. 4,53 4.43 | 97,8 | 4,90 | 108,1 0,78 
4-Methy]-laurinsaure- 

triglycerid. . . .. 5,53 5,46 | 98,7 | 5,13 | 92,8 0,92 
Mischglycerid der Fett- 

sauren C,, Cy) und 

banter 5,28 4.81 | 91,1 | 5,06 | 95,8 1,0 








Die Ergebnisse unserer Hautmessungen, die wir an der Innenseite 
des Unterarms ausfiihrten, zeigt Tab. 4. Es handelt sich um Mittelwerte 
aus je 4—6 Einzelmessungen ; die MeBergebnisse sind gut reproduzierbar, 
die Werte der Einzelmessungen weichen nur wenig voneinander ab. Die 
MeBmethodik ist in der vorangehenden Arbeit!® beschrieben. Alle Mes- 
sungen beruhen auf dem Vergleich der Wasserdampfabgabe eines zu- 
nachst nicht gefetteten Bezirks des Unterarmes (Spalte 2 ,, Unbedeckte 
Haut, H,O in mg*‘) mit der Wasserdampfabgabe des gleichen, anschlie- 
Bend gefetteten Bezirks. Die Wasserdampfabgabe des nicht ge- 
fetteten Hautbezirks wird mit 100% angesetzt, Hemmungen der 
Wasserverdampfung des gefetteten Hautbezirks bewirken eine Senkung 
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dieses Prozentwertes, der daher als Ma8zahl fiir den EinfluB eines Fett- 
filmes auf die Wasserdampfabgabe der Haut gelten kann. In Tab. 4 sind 
deshalb diese Prozentwerte, die sich in Spalte 4 (,,Direkt nach dem Auf- 
tragen H,O in %“‘) finden, besonders hervorgehoben. 

Die beiden in Tab. 4 zuerst genannten Substanzen, Vaseline und 
Eucerin, lassen direkt nach dem Auftragen eine starke Hemmung der 
Wasserdampfabgabe der Haut erkennen, im Vergleich zur nicht ge- 
fetteten Haut sinkt die Wasserverdampfung auf etwa die Hilfte ab 
(47,1 bzw. 53,8%). 30 Min. nach dem Auftragen der Fettfilme ist die 
Wasserdampfabgabe immer noch praktisch ebenso stark gehemmt wie 
zu Beginn des Versuchs, ein Hinweis auf die langdauernden Abdeckungs- 
effekte von Vaseline- und Eucerin-Schichten. Vaseline laBt sich im 
monomolekularen Film auf Wasser nicht messen, da sie im wesentlichen 
aus Paraffinen besteht und daher keine hydrophilen Kopfgruppen be- 
sitzt. Im polymolekularen Film auf Haut dagegen kommen sehr wahr- 
scheinlich die hohen Gitterkrafte der langen Kohlenwasserstoffketten 
stirker zur Auswirkung und rufen eine dichte Aneinanderlagerung der 
Ketten hervor. Hieraus diirfte sich der hohe abdeckende Effekt der 
Vaseline erklaren. Ahnliche Uberlegungen gelten fiir Eucerin. Die hier 
vorliegenden Ester des Cholesterins und Isocholesterins mit hdheren 
Fettsiuren bilden dichtgepackte Filme, wie aus Filmmessungen auf 
Wasseroberflachen bekannt ist)* !4. 

Palmitinsaéure-athylester (Tab. 4) setzt dagegen die Wasser- 
dampfabgabe nur auf 75% im Vergleich zur unbedeckten Haut (= 100%) 
herab. Bemerkenswerterweise wird dieser Wert auch nach 30 Min. noch 
unverandert gefunden. In den Filmmessungen auf Wasseroberflachen 
(Tab. 1) hatte Palmitinséure-aithylester eine stirkere Verdampfungs- 
hemmung (44%) hervorgerufen ; die F'/A-Isotherme lieB jedoch erkennen, 
da der Film nicht besonders stabil ist. Denn wahrend die freie Palmitin- 
siure bei einem Schub von 52 Dyn/em kollabiert, benétigt man beim 
Athylester nur die Halfte dieses Wertes. Beriicksichtigt man nun, daB 
der Kondensationsgrad eines Filmes mit wachsender Temperatur ab- 
nimmt, und daB die Hautmessung den Film bei etwa 28—30°, die Mes- 
sung auf Wasseroberflaiche ihn bei etwa 20° erfaBt, so wird die Herab- 
setzung des Abdeckungseffektes auf der Haut erklarlich. 

Der Film des Octadecyl-propionates wirkt auf die Haut nicht 
verdampfungshemmend. Hier liegt ein deutlicher Unterschied zum Ver- 
halten der gleichen Substanz auf Wasseroberflache vor (s. 0.). Dort zeigte 
Octadecyl-propionat hohe Abdeckungseffekte (Senkung der Wasser- 
dampfdurchlassigkeit auf 17%), wahrend das in der homologen Reihe 
folgende Butyrat voll fiir Wasserdampf durchlissig war. Beurteilt man 
die Stabilitat des Films nach der GréBe des Schubwertes, der zum Kol- 
laps erforderlich ist, so liegt Octadecyl-acetat wesentlich héher als das 
Propionat (56 Dyn gegeniiber 36 Dyn/cm), so daB man auch hier wie 
beim Palmitinsiure-athylester annehmen kann, daB die vom Propionat 
im polymolekularen Film auf der wirmeren Haut entwickelten Gitter- 
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krafte nicht ausreichen, um die Schicht so dicht wie auf der kialteren 
Wasseroberflache zu kondensieren. 

Das Verhalten des Biirzeldriisenfettes erscheint bemerkens. 
wert: Trotz des Vorhandenseins langkettiger Wachsester — das hier ge. 
messene Biirzeldriisensekret der Gans besteht zum gréBten Teil aus 
Octadecyl-estern verzweigter Tridecan- und Tetradecanséuren — tritt 
keine Behinderung der Wasserdampfabgabe der Haut ein. Denn der er- 
haltene Mittelwert von 98% Wasserdampf im Vergleich zur unbedeckten 
Haut (100%) liegt innerhalb der Fehlerbreite der Methode. Der 4-Methyl- 
hexansaure-octadecylester als Hauptvertreter der Inhaltsstoffe des 
Biirzeldriisensekretes von Enten, dessen Untersuchung auf Wasser 
(s. 0.) ebenfalls keine Hemmung des Wasserdampfdurchtritts ergab, 
verhalt sich auf Haut ebenso. In der Verkniipfung eines langkettigen 
unverzweigten Wachsalkohols mit einer verzweigtkettigen Fettsaure 
benutzt die Natur somit offenbar ein Prinzip, welches eine véllig wasser- 
abweisende Bedeckung einer lebenden Oberfliche bei gleichzeitiger 
Wasserabdampfung von mnen her gestattet. 

Auch die Filme verzweigtkettiger Glyceride (10-Methyl-stearin- 
sdure- und 4-Methyl-laurinsiure-triglycerid) behindern auf der Haut den 
Durchtritt des Wasserdampfes nicht. In den Messungen auf Wasserober- 
flichen (s.0. Tab. 2) sind diese methyl-verzweigten Ketten ebenfalls 
nicht zur Hemmung der Wasserverdampfung befahigt, auch nicht in 
polymolekularer Schicht. In unseren Hautmessungen liegen im Vergleich 
zu den Filmen auf Wasseroberflaichen sehr dicke Schichten (etwa 1 mg 
Fett/cm?) vor; trotzdem hemmen auch diese die Wasserverdampfung 
nicht. Man muB daraus schlieBen, dafs methyl-verzweigte Ketten dieser 
Art auch in dickster Schicht so locker angeordnet sind, daB Wasserdampf 
ohne weiteres passieren kann. 

Am Ende der Tab. 4 finden sich die mit einem gemischten Trigly- 
cerid von Octan-, Decan- und Dodecansiure erhaltenen Ergebnisse. 
Glyceride von mittleren geradkettigen Fettsiuren zeigen als Filme auf 
Wasser keine Verdampfungshemmung (s. 0.), ebensowenig kann man von 
einer Hemmung der Wasserdampfabgabe auf der Haut sprechen. Aller- 
dings liegt der Verdampfungswert direkt nach dem Auftragen auf die 
Haut bei 91%, woraus man auf eine geringfiigige Hemmung schlieBen 
kénnte; nach 30 Min. werden jedoch 96% gemessen, d. h. es liegt prak- 
tisch keine Hemmung der Verdampfung mehr vor. 


SchluBfolgerungen 


In der vorliegenden Arbeit diskutierten wir die erhaltenen Meb- 
ergebnisse an Filmen von Fettstoffen auf Wasser und auf lebender Haut 
fast ausschlieBlich unter dem Gesichtspunkt der chemischen Struktur 
der filmbildenden Molekiile. Man kann die Ergebnisse auch in physika- 
lischer Sicht deuten, indem man die Zusammenhange zwischen Aggre- 
gatzustand des Films und Wasserdampfdurchlissigkeit betrachtet. 
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eren Dann ergibt sich, daB Filme im expandierten oder fliissigexpandierten 
Zustand nie eine Verdampfungshemmung ausiiben, waihrend Filme im 

ens. —& festen Zustand die Wasserverdampfung stark hemmen. Erreicht ein 
r ge- Film nicht den erforderlichen hohen Kondensationsgrad, dann tritt kein 
aus Abdeckungseffekt auf. Letzten Endes fiihrt aber auch diese Betrachtungs- 

tritt weise zur chemischen Struktur der filmbildenden Molekiile zuriick, 
r er- denn die Frage, warum die eine Verbindung einen fliissigen, nicht ab- 
kten deckenden Film mit hohem Platzbedarf und die andere einen festen, 
hyl- stark abdeckenden Film mit geringem Platzbedarf bildet, ist eine Foige 

des der molekularen Struktur. 

usser Die Filmeigenschaften einer Substanz beruhen weitgehend auf den- 
gab, selben Kohasionskraften, die auch beim Aufbau des Kristallgitters wirk- 
igen sam sind und die u. a. die Hohe des Schmelzpunktes bestimmen. Infolge- 
dure dessen bestehen auch Parallelen zwischen Wasserdampfdurchlassigkeit 
sser- der Filme und Schmelzpunkt der filmbildenden Substanzen, jedoch nur 
biger innerhalb zusammengehorender, homologer oder analoger Verbindungs- 
gruppen. Als Beispiel sei hier lediglich auf die methyl-verzweigten Fett- 

rin: siurereihen hingewiesen; bei denen stets das am carboxylfernen Ende 
den substituierte Glied, die ,,Isosiure‘‘, den héchsten Schmelzpunkt der 

hed ganzen Reihe besitzt! 12. In Ubereinstimmung damit erreicht die Iso- 


falls siure im Film von allen Gliedern der Reihe den héchsten Dynwert und 
die gréBte Packungsdichte und hemmt die Wasserverdampfung 


oe stirker als simtliche anderen Verbindungen der Reihe. Dieses fiir Iso- 
| mg siuren charakteristische Verhalten wurde oben am Beispiel der 17- 
Fung Methylstearinsaure gezeigt. 

ener Grundsatzlich gelten fiir Abdeckungseffekte von Fettfilmen auf der 
mpf | Haut die gleichen Gesichtspunkte wie fir die Filme auf Wasserober- 


flaichen. Unsere bisherigen Ergebnisse lassen erkennen, dab Substanzen, 
ive deren Filme auf Wasseroberflachen die Wasserverdampfung nicht be- 
8" hindern, auch auf lebender Haut keine Hemmeffekte aufweisen. Dabei 


wal ist auffallend, daB auch die poly molekulare Schicht sich dem Verhalten 
wall des entsprechenden monomolekularen Films anschlieBt. Man muB dar- 
Not aus folgern, daB Substanzen, die wasserdampfdurchlassige monomole- 
die kulare Filme bilden, auch in dicker Schicht so locker strukturiert bleiben, 
Bek daB der Wasserdampfdurchtritt nicht behindert wird. Dies ist ohne 
val weiteres verstandlich, denn wenn bei gegebener Temperatur eine Sub- 


stanz im monomolekularen Film nicht unter einem bestimmten Flachen- 
wert pro Molekiil zusammengedriickt werden kann, so mu dasselbe fiir 
den polymolekularen Film zutreffen. Bei einigen Stoffen (z. B. Octa- 
decyl-propionat) kehren die Abdeckungseffekte, die wir auf Wasser 
[eB- | messen, im polymolekularen Film auf lebender Haut nicht oder in ab- 
[aut | geschwachtem Mae wieder. Dies kann, wie oben ausgefiihrt, eine Folge 
tur | der héheren Temperatur des auf der Haut befindlichen Filmes sein. In 
ka- | unseren weiteren vergleichenden Messungen des Filmverhaltens auf 
sre- | Wasseroberflichen und auf der Haut arbeiten wir daher mit Wasser- 
femperaturen, die denjenigen der Haut angeglichen sind. 
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Die Wasserdampfabgabe der Haut macht einen wesentlichen Teil 
der sogenannten ,,Hautatmung* aus. Es liegt daher auf der Hand, dag 
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit enge Beziehungen zur dermato. 
logischen Salbenanwendung und zur wissenschaftlich fundierten Kos. 
metik haben. Denn in therapeutischer Hinsicht sind oft abdeckende, in 
kosmetischer Hinsicht dagegen meist wasserdampfdurchlassige Salben- 
filme erwiinscht. Wie unsere Befunde zeigen, werden je nach der che. 
mischen Struktur des aufgebrachten Fettfilms die von der Haut ver. 
dampfenden Wassermengen mehr oder weniger stark vermindert oder 
aber tiberhaupt nicht beeinfluBt. Dadurch erméglichen die gewonnenen 
Erkenntnisse iiber die Zusammenhange zwischen chemischem Bau von 
Salbenfilmen und deren Wasserdampfdurchlassigkeit auch die Ab. 
schatzung der zu erwartenden Effekte bei noch nicht auf Verdampfungs. 
hemmung gepriiften Fettfilmen. In praktischer Hinsicht ist hier die 
Frage von Interesse. wie sich Mischfilme verhalten. Beispielsweise 
muBte ein stark abdeckender. hochkondensierter Film durch Beigabe 
einer nicht abdeckenden Substanz so weit ,.aufgelockert** werden kénnen, 
daB je nach der Hohe und Art des beigemischten Anteils die Wasser- 
dampfdurchlassigkeit bis zum vollig ungehinderten Wasserdampfdurch- 
tritt ansteigt. Uber diesbeziigliche, im Gang befindliche Untersuchungen 
berichten wir in einer spateren Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die Wasserdampfdurchlassigkeit monomolekularer Filme von Fett- 
stoffen auf Wasseroberflachen haingt von der chemischen Struktur der 
filmbildenden Molekile ab. Allgemein gilt, daB zur Hemmung des Was- 
serdampfdurchtritts der Film einen geniigend hohen Kondensations- 
grad besitzen mu; expandierte und fliissig-expandierte Filme hemmen 
die Wasserverdampfung nicht. 

Bei den Filmen geradkettiger Verbindungen nimmt mit wachsender 
Kettenlange der abdeckende Effekt zu: n-Fettsauren, deren Athylester 
und Glyceride sowie primare Alkohole zeigen von C,, an aufwarts starke 
Hemmung der Wasserverdampfung. Dabei lauft die Kurve der Ver- 
dampfungshemmung von Kondensationsbeginn an parallel zur F/A- 
Isotherme. 

Methyl-verzweigte Fettséuren und ihre Glyceride sowie methyl-ver- 
zweigte héhere Alkohole behindern im mono- und polymolekularen Film 
die Wasserverdampfung nicht. Ausnahmen bilden carboxylfern substi- 
tuierte Iso-Verbindungen wie z. B. 17-Methyl-stearinsiiure, welche den 
Wasserdampfdurchtritt geringfiigig hemmen. 

Die Filme von Octadecyl-acetat und -propionat setzen ebenso wie 
Octadecanol bei Zimmertemperatur die Wasserverdampfung stark her- 
ab, wahrend Octadecyl-butyrat und andere héhere Octadecyl-ester iiber- 
haupt keine Abdeckungseffekte zeigen. Dieses ,,Umklappen* der Film- 
eigenschaften kehrt im F/A-Diagramm wieder. 
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Der hochkondensierte Film der trans-konfigurierten Brassidinsaure 
hemmt die Wasserverdampfung stark, waihrend die isomere cis-konfi- 
gurierte Erucasaure als Folge ihrer geringeren Packungsdichte im Film 
keinerlei Hemmung des Wasserdampfdurchtritts ausiibt. 

Auf lebender Haut zeigen polymolekulare Filme von Vaseline 
und Eucerin hohe Abdeckungseffekte, Palmitinsdure-athylester deckt 
weniger stark ab. In Ubereinstimmung mit den auf Wasseroberflachen 
gefundenen RegelmaBigkeiten wirken polymolekulare Filme von Glyce- 
riden verzweigter Fettséuren und mittlerer Fettsiuren sowie von Biirzel- 
driisensekret auf die Wasserdampfabgabe lebender Haut nicht hemmend. 


Summary 


The permeability to water vapour of monomolecular films of fatty 
substances on water surfaces depends on the chemical structure of the 
molecule forming the film. In general the film must possess a sufficiently 
high degree of condensation in order to retard the diffusion of water 
vapour. Expanded and liquid-expanded films do not retard the evapo- 
ration of water. 

In the case of films of straight chain compounds the covering effect 
increases with increasing chain length. n-Fatty acids, their ethyl esters 
and glycerides and primary alcohols show a marked retardation of the 
water evaporation from C,g, onwards and the curve of evaporation 
retardation from the beginning of condensation onwards proceeds 
parallel to the F/A isotherm. 

Mono- and polymolecular films of fatty acids and their glycerides 
and methyl-branched higher alcohols do not retard the evaporation of 
water. Exceptions to this are iso-compounds with substituents remote 
from the carboxyl group such as 17-methylstearic acid which retards 
the diffusion of water vapour slightly. 

Films of octadecyl acetate and propionate as well as octadecanol 
cause a marked reduction of the water evaporation at room temperature 
while octadecyl butyrate and other higher octadecyl esters show no 
covering effect at all. This inversion of the film properties is also seen in 
the F/A graph. 

The highly condensed film of brassic acid with its trans-configura- 
tion strongly retards the water evaporation while the isomeric erucic 
acid with its cis-configuration exerts no retarding effect on the diffusion 
of water vapour on account of its small packing density in the film. 

Polymolecular films of vaseline and eucerine show a high covering 
effect on living skin. Ethyl palmitate has a lower covering power. In 
accordance with the regularities observed on water surfaces, polymole- 
cular films of the glycerides of branched and intermediate fatty acids 
and of preen gland secretion do not retard the evaporation of water 
from living skin. 
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Eine vereinfachte Synthese von CH,;“CO,H 
Von 
Walther Lamprecht und Heinz Rehberg 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Marz 1955) 


In den letzten Jahren sind fiir die Darstellung der 1-C-markierten 
Essigsiure mehrere Methoden beschrieben worden!, wobei jedoch zur 
Erzielung guter Ausbeuten ein relativ groBer apparativer Aufwand 
benétigt wird. Wir beschreiben im folgenden eine Methode zur Dar- 
stellung von Essigsdure-[1-14C], die sich im wesentlichen dem Synthese- 
weg von Buchanan und Mitarbb.”? zur Darstellung von Essigsaure- 
[1-C] (50% Ausbeute) anschlieSt und im LabormaBstab mit einer 
vereinfachten Apparatur in praktisch st6chiometrischer Ausbeute ver- 
lauft. Die Durchfiihrung der Synthese benétigt etwa 1 Stunde. 

MCO, wird aus Ba™“CO, im Vak. durch konz. Schwefelsaure in 
Freiheit gesetzt und durch fliissige Luft auf eine Methylmagnesium- 
jodidlésung kondensiert. Die Carbonisierung findet im geschlossenen 
System bei Zimmertemperatur statt; nach Zerlegen mit Schwefelsiure 
wird die markierte Essigsdure iiber Silbersulfat destilliert: 

CH,MgJ + “CO, ——-> CH,“CO,MgJ ("= cH,“CO,H + Mg?® + J 

Wir haben die Synthese wiederholt mit variierenden Mengen radio- 
aktiven Materials durchgefiihrt (1 mC bis 3mC) und jedesmal Aus- 
beuten von praktisch 100% erzielt. 

So kénnen auch nicht zu verdiinnte radioaktive “C-haltige Abfalle zur Um- 
setzung verwendet werden, wenn man diese erst mit ¢ ‘hromschwefelsaure/Phosphor- 
sdure zersetzt (gleiche Zersetzungsvorrichtung wie Abb.), das “CO, in Kalilauge 
auffangt und in mit Ammoniumchlorid gepufferter Lésung mit Bariumchlorid 
fallt, Ba’"CO, auf eine Glasnutsche filtriert, mit Alkohol und Ather wascht und 
trocken saugt. 


Beschreibung der Versuche 


Die Apparatur (Abb.) besteht aus 3 Teilen: 1. der Entwicklungsvorrichtung 
fiir Kohlendioxyd (Entwicklungskélbchen etwa 30 ccm), 2. dem ,,Rechen‘ mit 
zwei Glashahnen B und C und 3. dem Reaktionsrohr (,,Bombenrohr‘‘). Das Reak- 
tionsrohr besteht aus Pyrexglas oder Jenaer Glas, die iibrigen Teile der Apparatur 
aus Jenaer Glas. Die Schliffe und Glashihne werden mit sirupéser Phosphorsaure 


1 ,,Isotopic Carbon‘, M. Calvin, Ch. Heidelberger, J. C. Reid, B. M. 
Tolbert u. P. E. Yankwich, John Wiley u. Sons, Inc. New York, 1949. 

2 J. M. Buchanan, A. B. Hastings u. F. B. Nesbett, J. biol. Chemistry 
150, 413 [1943]. 
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gedichtet. Die Entwicklungsvorrichtung fiir Kohlendioxyd ist von gleicher Art, 
wie sie fiir die Verbrennung organisch-radioaktiver Substanzen verwendet wird. 

Grignard-Lésung: 7,lg Methyljodid (50 mM) werden in der iiblichen 
Weise mit 1,2 g Magnesium (50 mM) in 50 cem absol. Ather unter Stickstoff um- 
gesetzt. Die Methylmagnesiumjodidlésung wird in Ampullen zu je 10 ccm abgefiillt 
und im Eisschrank aufbewahrt. 

Beispiel einer Synthese: In das Entwicklungskélbchen werden 985 mg 
Bariumcarbonat (p. A.) eingewogen, die 44 mg Bal4CO, (3 mC)* enthalten. In den 
Trichter werden 7 ccm konz. Schwefelséure pipettiert; das vorher mit Stickstoff 
gefiillte, trockene Reaktionsrohr wird mit 10 ccm (10 mM) Grignard-Lésung 
beschickt. Das Rohr wird mittels eines Stiickes Vakuumschlauch an dem ,,Rechen“ 
befestigt und die Lésung sofort durch fliissige Luft eingefroren. Die gesamte 
Apparatur wird dann mindestens fiinfmal an der Olpumpe evakuiert und jeweils 
durch Hahn B wieder mit Stickstoff gefiillt. Nach der letzten Stickstoffiillung 
wird auf etwa 0,1 mm evakuiert, worauf die Hihne B und C geschlossen werden. 
Der Hahn A des Tropftrichters wird vorsichtig geéffnet, so daB die Schwefelsaure 
sehr langsam zu dem Bariumcarbonat zutropft. Besonders die ersten Tropfen 
der Schwefelsaure miissen vorsichtig zugegeben werden! (Abstand etwa 20 Sek., 
Gesamtdauer 5—10 Min.). Nachdem die Kohlendioxyd-Entwicklung abgeklungen 
ist, wird das Koélbchen 5 Min. auf einer kleinen Bunsenflamme erhitzt, bis das 
gesamte Kohlendioxyd ausgetrieben ist. Das Reaktionsrohr wird méglichst nahe 
der Verbindungsstelle mit einem Handgeblase abgeschmolzen und die feste Mi- 
schung bei —10° unter kraftigem Durchschiitteln aufgetaut. Man 1aBt 10 Min. bei 
Zimmertemperatur unter staéndigem Schiitteln durchreagieren, wobei ein weiBer 
Niederschlag des Magnesiumjodidsalzes der Essigséure entsteht. Man friert das 
Gemisch durch fliissige Luft erneut ein, dffnet das Reaktionsrohr und gibt zur 
eingefrorenen Lésung, die in der fliissigen Luft behalten wird, tropfenweise 5 ccm 
2-n.Schwefelsaure. Die Mischung wird bei —10° aufgetaut und nach vollstandiger 
Lisung des Niederschlages 10 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die 
klare verseifte Lésung wird mit dreimal je 25 ccm peroxydfreiem Ather im Schiittel- 
trichter extrahiert (je 3 Min. ausschiitteln). Die gesammelten Atherextrakte werden 
mit 2 cem Wasser gewaschen; die waBrige Phase wird verworfen. Die Essigsaure 
wird aus den Atherextrakten mit zweimal je 4 ccm 2-n.NaOH ausgeschiittelt. Der 
alkalische Extrakt wird erst mit 10 ccm Wasser, dann mit insgesamt 25 ccm 
halbkonzentrierter Schwefelsiure in das Kélbchen einer Mikrodestillationsappa- 


* Bezogen vom Isotopenlaboratorium der Medizinischen Forschungsanstalt 
der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaft e. V., 
Gottingen. 





48 Eine vereinfachte Synthese von CH,4CO,H Bd. 301 (1955) 


ratur gespult*. Zur Entfarbung von Jod wird der Essigsdurelésung eine Spatel- 
spitze Silbersulfat zugesetzt, die Essigsiure-Wasser-Phase (etwa 20 ccm erstes 
Destillat) wird abdestilliert und die zuriickbleibende Losung auf Radioaktivitat 
gepriift. Ungefahr ?/, der gesamten gebildeten Essigsiure befinden sich im ersten 
Destillat. Der schwefelsaure Riickstand wird nach Zusatz von 30cem Wasser 
nochmals destilliert. In 15—20 ccm des zweiten Destillates befindet sich dic ge. 
samte Restaktivitat. In den Destillaten konnte kein Jodid nachgewiesen werden, 
Die Lésung der Saure wird im Eisschrank unter Zusatz von einem Tropfen Toluol 
aufbewahrt**. 
Gehaltsbestimmungen 

a) Titration: Das erste Destillat wurde mit Wasser auf 50 ccm, das zweite 
Destillat auf 100 ccm aufgefiillt. Die Lésungen wurden mit »/10-NaOH titriert 
(Mikrobiirette) : 

1. Destillat gef.: 150 mg Acetat; 2. Destillat gef.: 147 mg Acetat 

Ausb. ber.: 299 mg, gef.: 297 mg (~ 100% d. Th.). 

b) Messung der Radioaktivitat: Die Messung der Radioaktivitat der 
verdiinnten Essigsdurelésung erfolgte nach der Methode von Entenman und Mit- 
arbb.°, 0,1 cem der mit Natronlauge neutralisierten Lésung*** wurden auf ein 
kleines Blattchen aus ,,lens paper‘ (Kodack) auf einer Aluminiumunterlage pipet- 
tiert. Das Blattchen wurde mit einer Infrarotlampe getrocknet und direkt aus- 
gezahltf : 

Gesamtaktivitét ber.: 17900000 ipm/3 mC, gef.: 17372000 ipm/3 mC, 


Zusammenfassung 


Es wird die Synthese von CH,'CO,H aus BaCO, und CH,MgJ in 
einer vereinfachten Apparatur beschrieben; Ausbeute nahezu 100°, 


Summary 


The synthesis of CH,CO,H is described starting from BaC'4O, and 
CH,MgJ in a simplified apparatus and with a yield of practically 100%. 


* Wie die Kontrolle durch Geiger-Zahlung zeigt, wird durch dieses Verfahren 
der Atherextrakt praktisch frei von Radioaktivitat (< 150 ipm/cem). 

** Zur Darstellung von CH,4CO,Na wird die Essigsiurelésung mit Natron- 
lauge genau neutralisiert und das Lésungsmittel abgedunstet. 

*** Verwendung von Mikropipetten mit luftdicht eingeschliffenem Saugkolben. 

+ Zahlgerat FH 49 d. Firma Friesecke & Hépfner, Erlangen-Bruck; 
Geiger-Zahlrohr Glimmerbelegung 1,3 mg/qem. 

3 C. Entenman, S. R. Lerner, I. L. Chaikoff u. W..G. Dauben, Proc. 
Soc. exp. Biol. Med., 70, 364 [1949]. 
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Poluol und die Einheitlichkeit der Magenprotease 
Von 
Wweite Ludwig-Wilhelm Masch und Ilse Huchting 
itriert Aus der Chemischen Fabrik Promonta GmbH., Hamburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1955) 
it der I. 
1 Mit- Das Deutsche Arzneibuch schreibt fiir die Pepsinauswertung vor, 


nf ein Bf ja8 das zu untersuchende Praparat eine bestimmte Menge denaturierten 
on HihnereiweiBes unter gegebenen Bedingungen soweit verdauen soll, daB 
nur noch ,,wenige weiBgelbliche Hautchen“ zuriickbleiben. Diese sub- 
jektive Beurteilung des Versuchs fiihrt notwendigerweise zu erheblichen 
Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen verschiedener Beobachter. Ganz 
ihnlich lautet die Vorschrift der hollindischen Pharmakopée, nur daB 
sie eine ,,Klarung“‘ der anfangs milchig-triiben EiweiBsuspension fordert. 
0 Die USP-Methode hat gegeniiber den beiden ersteren den Vorteil, daB in 
jeder Versuchsreihe ein Standardpepsin mitlaiuft, mit dessen Wirksam- 
keit das unbekannte Priparat verglichen werden kann. Aber auch hier- 
bei bleibt die visuelle Beurteilung als Hauptfehlerquelle bestehen. 
3 and Diese Schwiache der offiziellen Pepsin-Bestimmungsmethoden haben 
0%. ff wir zunaichst durch Abtrennen, Trocknen und Wagen des unverdauten 
EiweiBriickstandes zu beheben versucht. Man erreicht auf diese Weise 
imerhalb einer Versuchsreihe eine Genauigkeit von 10%. An verschie- 
| denen Tagen jedoch kann sich der Fehler bis auf 20% erhdhen. Dies be- 
ruht nach unseren Beobachtungen vor allem auf der wechselnden Be- 
iben. § schaffenheit des Substrats, wie z.B. des Denaturierungsgrades, des 
Wassergehaltes, des Alters und Zustandes der Eier usw. Von entschei- 
Proc, § dender Bedeutung fiir die Angreifbarkeit der Suspension durch das Fer- 
ment ist auch die Maschenweite des Siebes, das man zum Zerkleinern des 
gekochten EiereiweiBes verwendet. Sie wird im DAB gar nicht er- 
wihnt, in der USP mit 0,42 mm angegeben. Zur bestméglichen Aus- 
schaltung aller dieser Fehlerquellen haben wir uns ein einheitliches Sub- 
strat aus getrocknetem denaturiertem HiihnereiweiB hergestellt und nach 
folgender Vorschrift verwendet: 


125 mg eines nach dem DAB 6 denaturierten, mit Aceton und Ather ent- 
wisserten und gemahlenen HiihnereiweiBes (KorngréBe 0,15 mm) werden sorg- 
filtig mit 9 ml 0,14-proz. Salzsiure angeriihrt und iiber Nacht bei 37° gequollen. 
Diese Suspension wird im Thermostaten auf 45° gebracht und nach Zusatz von 
1 ml Fermentlésung unter haufigem Riihren 3 Stdn. verdaut. Zur Unterbrechung 
der Proteolyse wird rasch abgekiihlt, mit 4 Tln. Wasser verdiinnt und zentrifugiert, 
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der Niederschlag nochmals mit Wasser gewaschen, getrocknet und gewogen. 6 
USP-Standard-Pepsin verdauen bis auf einen Riickstand von 12%. Unter den 
oben angegebenen Bedingungen ist bis zu einem Riickstand von 6—7% die Menge 
des unverdauten EiweiBes der Fermentkonzentration umgekehrt proportional. 


Will man die Abhangigkeit der Proteolyse von der Wasserstoffionenkonzen. 
tration studieren, so stellt man den gewiinschten py-Wert mit entsprechend kon. 
zentrierteren oder verdiinnteren Saéuren oder mit einem Puffergemisch ein. Den 
pu-Wert des Verdauungsansatzes kontrolliert man am besten nach dem Quellen 
des EiweiBes, da er sich spiter im Laufe der Verdauung nur noch unwesentlich 
andert. 


An Stelle von Hiihnereiwei8 kann man auch Fibrin als Substrat verwenden, 
Die gleiche Pepsinmenge verdaut etwa zehnmal so viel Fibrin wie Hithnereiweif, 

Die Durchfiihrung der auf diese Weise variierten Pepsin-Bestin. 
mungsmethode ist mit einfachen Hilfsmitteln méglich. Es besteht Pro. 
portionalitat zwischen Fermentmenge und Verdauung innerhalb eines 
Spielraumes von etwa 7—70% Unverdautem. Der maximale Fehler be. 
trigt bei verschiedenen Versuchsreihen nur 10%. Er ist offenbar bedingt 
durch die Inhomogenitiat des Reaktionsgemisches, welche die Angreif. 
barkeit des Substrats von dessen Oberflaicheneigenschaften abhangig 
macht. 


AuBer den Arzneibuchmethoden gibt es andere, die mit EiweiBlésungen ak f 


Substrat arbeiten und dadurch die Fehlerméglichkeiten der Suspensionen aus. 
schalten. Buchs! verwendet eine 0,5-proz. Edestinlésung, deren unverdauten An- 
teil er nach geeigneter Fallung nephelometrisch mit Hilfe einer Eichkurve bestimmt. 
Diese Methode erfordert aber unter Umstainden umfangreiche Vorarbeiten: Sucht 
man namlich pq-Aktivitatskurven eines Fermentes, so ist es erforderlich, fiir jeden 
pu-Wert eine eigene Eichkurve aufzustellen, da der Grad der Triibung einer be. 
stimmten EiweiBlésung bei schwach saurer Reaktion von dem einer gleich kon. 
zentrierten, aber stark sauren (pp 1,8) oder neutralen Lésung abweicht. Ebenso ist 
der Grad der Triibung abhangig von der Art des Saureanions. Nur bei Beriicksichti- 
gung dieser Tatsachen ergibt sich eine Fehlergrenze der Bestimmung von 5% und 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Fiir die Auswertung von Pepsinpraparaten bei 
einem einzigen pp-Wert kommt man natiirlich mit einer Eichkurve aus. 

Ebenfalls in homogener Lésung, aber mit Casein als Substrat, wird die Biuret- 
Methode von Frank und Kécher? durchgefiihrt. Nach partieller Verdauung wird 
das unveranderte EiweiB mit Trichloressigsiure ausgefallt, abgeschleudert, in einer 
Lésung von Kupfertartratkomplexsalz aufgenommen und photometriert. Aber auch 
bei diesem Verfahren kann man wegen des flachen Verlaufs der Eichkurve die Be- 
ziehungen zwischen Extinktionsdifferenzen und Fermentmenge nur auf einem 
kurzen Kurvenast ablesen. In diesem Bereich sind die Fermentkonzentrationen sehr 
klein und dadurch die MeBwerte mit einem Fehler von 10% behaftet. Daher bietet 
dieses Verfahren gegeniiber dem Buchs’schen keine Vorteile. 


Bisher war von den Methoden die Rede, bei denen in irgendeiner 
Weise die Abnahme des unveranderten Substrats bestimmt wurde. Man 
kann aber auch nach Abtrennung des Unverdauten die Menge der Spalt- 
produkte ermitteln, wie es in der Methode von Anson geschieht. Hier- 
bei wird der Peptid-Gehalt im Filtrat der mit Trichloressigsiure ge. 
fallten Verdauungslo6sung durch Bestimmung der Tyrosin- und Trypto- 


1 §. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins, Verlag S. Karger, Basel 1947. 
2 H. Frank u. P. H. Kécher, Dtsch. Arch. klin. Med. 197, 181 [1950]. 
3M. L. Anson u. J. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 59 [1932]. 
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Abb. 2. Bestimmung der Verdauung von Edestin mit Pepsin in Salzsiur2 nach 
verschiedenen Methoden. 
Folin; ------- Biuret; —-—-— nephelometrisch 
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phankomponente mittels Folin-Reagens kolorimetrisch ermittelt. Wir 
sind sowohl bei Verwendung von Himoglobin, als auch von Edestin, 
Casein und Ovalbumin als Substrateiwei8 zu guten Ergebnissen ge. 
kommen, sofern wir groBen SubstratiiberschuB und kurze Versuchs. 
zeiten einhielten. Dann besteht exakte Proportionalitaét zwischen Jer. 
mentmenge und Extinktion in einem Bereich von 1: 10, die Reprodu-. 
zierbarkeit ist ausgezeichnet, die Fehlergrenze betriagt maximal 5%. Da 
die Methode auch in Reihenversuchen rasch durchfiihrbar ist und auBer 
einem Stufenphotometer keine weiteren Hilfsmittel verlangt, méchten 
wir sie als die Methode der Wahl bezeichnen. Einwande kénnten sich 
darauf stiitzen, daB der Gehalt an aromatischen Aminosduren bei den 
verschiedenen Proteinen unterschiedlich sei. Wir konnten jedoch durch 
Vergleich verschiedener Bestimmungsmethoden in ein und demselben 
Ansatz gute Ubereinstimmung iiber den ganzen pxy-Bereich feststellen: 
Wir haben sowohl mit Edestin als auch mit Casein py-Aktivitaétskurven 
von Pepsin und Magensaft aufgenommen und dabei das Unverdaute 
mit Biuret-Reagens nach Frank und Kécher, das Abgebaute im 
Trichloressigsaurefiltrat mit Folin-Reagens kolorimetriert und analoge 
Kurven erhalten, die sich auch mit den nephelometrisch ermittelten 
deckten (Abb. 1 und 2). 

Wir empfehlen deshalb zur Auswertung von Pepsinpraparaten ent- 
weder die Methode nach Anson mit einem der oben erwahnten Sub- 
strate oder die von uns variierte DAB-Methode an denaturiertem 
HihnereiweiB. 


II. 


Die Priifung der vorgeschlagenen Pepsin-Bestimmungsmethoden 
brachte die Verwendung verschiedener Substrate mit sich und fiihrte uns 
so automatisch zu der Frage nach dem optimalen py-Wert der Verdau- 
ung und dem EinfluB der Séurekonzentration, des Siureanions und der 
Temperatur auf die Aktivitat: des Fermentes. Bei der kritischen Bear- 
beitung vor allem der von Buchs’, Springer‘ und Merten® veréffent- 
lichten Versuche ergaben sich neue Gesichtspunkte, die uns zu einer 
Stellungnahme in der Diskussion iiber die Existenz des ,,Magenkathep- 
sins‘ bewogen. 

Buchs! selber hat schon unter dem Eindruck derjenigen Ergebnisse, 
welche. ein identisches Verhalten seines Pepsins und ,,Kathepsins‘ er- 
wiesen, von einer einheitlichen Magenprotease gesprochen, wobei beide 
Fermente verschiedene Manifestationen ein und desselben Grundk6rpers 
sein sollten. Trotzdem halt er an einem ,,Magenkathepsin‘ fest, wobei 
3 Unterscheidungsmerkmale gegeniiber dem Pepsin herausgestellt werden: 

1. Zwei durch ein tiefes Minimum getrennte Maxima bei verschie- 

denen px-Werten. 

4G. F. Springer, Biochem. Z. 321, 107 [1950]. 


5 R. Merten, Untersuchungen iiber das Magenkathepsin; Verlag S. Karger. 
Basel 1952. 
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2. Verschiedene Temperaturempfindlichkeit des Pepsins und 
thepsins‘. 

3. Verschiedene Aktivierbarkeit der beiden Fermente durch. Blau- 
saure. 

Dazu ist folgendes zu sagen: 

1. Wie Springer‘ und Tolckmitt® bereits verédffentlicht haben, 

beruht das Minimum der Buchs’schen py-Aktivitaétskurven von Magen- 
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Abb. 3. Verdauung von Hiihnereiwei8 mit Pepsin in verschiedenen Sauren. 
(2 E/125 mg, 1 E = 0,1 mg Difco-Pepsin 1 : 10000). 


cece Salzsaure ; — Citronensaure; x x x x Phosphorsiure; 0000 Essigsaure ; 
—-—.— Schwefelsiure; —-.—-.-— Salpetersaure 

Abb. 4. Verdauung von Hamoglobin mit Pepsin in verschiedenen Sauren (0,5 E/ml). 

a a Salzsiure; -_——— Citronensaure; —-—-— Schwefelséure; —--—--— Salpeter- 


sdure; ocoo Hssigsaure. 


saft auf einem Irrtum. Es liegt naimlich gerade an der Stelle, wo zur pu- 
Einstellung von Salzsdure auf Essigsiure tibergegangen wird (px 2,75). 
Essigsiure ergibt bei jedem Substrat und bei jedem Ferment eine von 
allen anderen Séuren abweichende px-Aktivitatskurve. Springer (I. c.4, 
§. 132) deutet das als reinen Effekt héherer Saéurekonzentration, die bei 
schwiacheren Sauren zur Einstellung des niedrigen py-Wertes notig ist. 
Wir fanden aber einerseits, daB Salzséiure, Phosphorsaéure und Citronen- 


6 W. Tolckmitt, Biochem. Z. 325, 389 [1954]. 
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siure trotz sehr verschiedener Konzentration ein nahezu gleich giinstizes 
Milieu liefern, wahrend Essigsiure die Verdauung in sauren Bereichen 
hemmt. Andererseits unterbinden Schwefelsiure und Salpetersdéure von 
gleicher Normalitat wie Salzsaure die Verdauung von HiihnereiweiB voll- 
stindig, wihrend Ovalbumin, Edestin und Hamoglobin mit Schwefel- 
siure und Salpetersiure besser oder fast so gut verdaut werden wie mit 
Salzséure oder Citronenséure (Abb. 3 und 4). Dies gilt unabhangig von 
der Art des gepriiften Fermentpraparates. AuBer dem EinfluB des pg 
und der Séurekonzentration auf die Proteolyse gibt es also mit Sicher-. 
heit auch eine spezifische Wirkung des Saéureanions auf das Substrat. 





Abb. 5. Verdauung von Haémoglobin 

in Salzsiure mit verschiedenen Fer. 

mentpraparaten (auf gleichen Aus- 

gangswert berechnet). Einzelpunkte 

bei pu 3,55 in Ammoniumsulfat-Essig- 
sdure statt Salzsaure. 





Pepsin Difco; ------ Schweine- 
magen; ooooo Handelspraparat mit 
deklarierter Kathepsinaktivitat ; 
——-— Pylorus; —--—--— Magensaft. 
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Auch Merten’ erhielt mit nativem Hamoglobin als Substrat nach 
der Anson-Methode zweigipflige Kurven. Obwohl wir das von ihm an- 
gegebene Rinder-Hamoglobin der Behring-Werke, Marburg, benutzten, 
konnten wir innerhalb einer py-Reihe von 1,5—4,3 bei keinem Ferment- 
praparat weder mit Salzsiure, noch mit Salzsiure/Citratpuffer, noch mit 
Essigsiure 2 Maxima finden. Wurde jedoch zur Einstellung des px 3,5 
der angegebene Ammoniumsulfat-Essigsiure-Puffer? benutzt (Abb. 5), 
so lag der erhaltene Verdauungswert immer hdher als der entsprechende 
Punkt einer Aktivitatskurve, bei der das px mit irgendeiner der oben er- 
wahnten Sauren eingestellt worden war! Zur Erklarung dieser Befunde 
mochten wir darauf hinweisen, da — wie aus Abb. 4 ersichtlich — die 
Wirksamkeit der gleichen Pepsinmenge in schwefelsaurem Milieu bei 
Hamoglobin gréBer ist als in salzsaurem, daB es sich also offenbar um 
einen spezifischen EinfluB der SO,-Ionen handelt. Entsprechend Abb. 3 
findet man diesen Effekt bei Hiihnereiweif nicht. 


7 R. Merten u. H. Ratzer, Dtsch. Z. Verdauungs- u. Stoffwechselkrankh. 
10, 87 [1950]. 
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Wir haben uns iibrigens nicht auf die Untersuchung von Magensaft 
und Pepsinpraparaten beschrankt. Wir haben Fermentaktivitatskurven 
von getrockneten Magenschleimhauten und deren Autolysaten, die bei 
pu-Werten zwischen 2,0 und 8,0 entstanden, von Enzymextrakten aus 
Schweine-, Kalber- und Rindermagen jeden Alters aufgenommen und 
im Prinzip immer das gleiche Bild erhalten: Keine 2 getrennten Maxima 
bei Verwendung nur einer Saure oder eines Puffergemisches zur px-Ein- 
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Abb. 6. Abb. 7. 
Abb. 6. Verdauung von Hamoglobin in Salzsiure mit verschiedenen Ferment- 
praparaten. 
Schweinepepsin ; —-— — Kalbermagen; —-.—--— Rinderpepsin; ——— Schweine- 


magenk6rper; 0000 Leber; x x x x Milz. 
Abb. 7. Pepsinverdauung von Hamoglobin nach Erhitzung, vgl. die Tabelle. 


stellung und keine hohere Aktivitat bei pu 3,5 als bei pu 2,0, sondern 
substrat- und saurebedingt mehr oder weniger breit ausgedehnte Wir- 
kungsbereiche (Abb. 6). Aus dem Nachweis einer proteolytischen Wirk- 
samkeit bei pu 3,3 bis 3,5 kann man deshalb noch nicht auf das Vor- 
liegen eines neuen, vom Pepsin verschiedenen Fermentes schlieBen. 

2. Buchs glaubte ferner gefunden zu haben, daB Pepsin tempe- 
raturempfindlicher sei als ,,Kathepsin“, weil im Verdauungsversuch bei 
63° die Aktivitat bei pa 1,8 geringer war als bei py 3,3. Eine Temperatur 
von 70° sollte das Pepsin bereits véllig zerstéren, das ,,Kathepsin“ da- 
gegen kaum angreifen. In der gleichen Arbeit steht jedoch an anderer 
Stelle, daB — wenn man die Fermentlésung ohne Substrat bei verschie- 
denen pu-Werten auf 63° oder 70° vorerhitzt und anschlieBend bei 
40° und pu 1,8 und 3,3 verdauen laBt — ,,beide Fermente“ die gleiche 














56 Ludwig-Wilhelm Masch und Ilse Huchting, Bd. 301 (1955) 


Pepsin-Verdauung von Hamoglobin bei py 1,8 bzw. 3,2 nach Erhitzung, bezogen 
auf Verdauung bei py 1,8 ohne Vorbehandlung = 100. 








Vorbehandlung | bei pu verdaut bei pp | Verdauungsk-raft 

10 min erhitzt auf 70° 1,8 1,8 0 
s 1,8 3,2 0 

Hs 3,2 1,8 26 

Ss 3,2 3,2 12 

x 5 1,8 64 

= 5 3,2 28 

keine _ 1,8 100 

> ~~ 3,2 50 














Temperaturempfindlichkeit zeigen. In Abb. 7 nach obiger Tabelle ver. 
suchen wir, diesen Widerspruch aufzukliren. Verwendet wurde ein Pri- 
parat, das bei py 1,8 doppelt so gut verdaut wie bei px 3,2. Erhitzt man 
es 10 min lang ohne Séurezusatz etwa bei pu 5 auf 70°, ehe man damit 
bei 37,5° verdaut, so sinkt die Verdauungskraft bei beiden py-Werten auf 
etwa ?/, des Ausgangswertes. Erhitzt man nach Anséuern auf px 3,2, so 
sinkt die Aktivitaét auf etwa1/,. Hat man auf pq 1,8 angesiduert, so ist 
das Ferment fast zerstért. Fiihrt man die Verdauung bei 70° durch, so er. 
hitzt man beide Proben 20 min lang bei verschiedenem px, namlich ein. 
mal bei pu 1,8, das total zerstért, das andere Mal bei pu 3,2. Man ver. 
bindet quasi 2 Punkte, die nicht zueinander gehéren, und erhialt so ein 
scheinbares Maximum bei px 3,2. Die Erhéhung der Temperatur be. 
wirkt zudem eine Erhdhung der Reaktionsgeschwindigkeit. Dadurch 
wird auch die Differenz zwischen Punkt A und B vergréBert, so daB ein 
noch steileres Maximum vorgetiuscht wird, als es die punktierte Linie 
in Abb. 7 fiir die langsamere Verdauung bei 37,5 andeutet. Die angeblich 
groBere Temperaturstabilitat des ,,Kathepsins“ ist also nichts 
anderes als eine gréBere Resistenz des Pepsins gegen pu 3,3 als gegen 


pu 1,8. Betrachtet man unter diesen Gesichtspunkten die Abbauversuche F 


von Meinicke’, die sich bei 63° iiber 24 Stdn. ausdehnen, so werden die 
hohen ,,Kathepsinwerte‘‘ verstandlich. Nach seiner Methode diirfte kein 


Fermentpraparat bei px 1,8 eine starkere Aktivitat zeigen als bei px 3,5. 


Springer‘ beschreibt in diesem Zusammenhang Versuche, in denen er pg- 
Aktivitaétskurven bei 73° fiir verschiedene Verdauungszeiten aufnimmt. Die Ver- 


schiebung des Verdauungsoptimums in Richtung auf py 3,0 mit ansteigender Ver- | 
dauungszeit ist aber auch wieder so zu deuten, daB starkere Sauren schon wahrend [| 


einer kurzen Einwirkungsdauer, schwichere dagegen erst nach langerer Zeit schi- 


digen. Durch die Uberlagerung mit dem R. G. T.-Gesetz kommt so die scheinbare | 
Verschiebung des Aktivitatsoptimums zum neutralen Bereich hin zustande. Von | 
einer unterschiedlichen Temperaturresistenz verschiedener Enzyme kann also auch | 


hier nicht die Rede sein. 


3. Die Buchs’schen Aktivierungsversuche mit Blausiéure wurden bereits 1950 F 


is 
$4 


von S pringer widerlegt. Aber auch schon friiher zeigten Fruton und Bergmann’ 
am Kathepsin der Rindermilz, daB die bisher iibliche Charakterisierung eines Fer- 


8 K. H. Meinicke, Dtsch. Apotheker-Ztg. 94, 190 [1954]. 
® J.S. Fruton u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 180, 19 [1939]. 
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mentes nach pa-Optimum, Substrat, Aktivatoren und Inhibitoren nicht mehr auf- 
rechtzuerhalten war. Bei verschiedenen synthetischen Substraten ergab sich nim- 
lich auBer der Abhangigkeit des pq-Optimums vom Substrat auch die Abhangig- 
keit der Aktivierbarkeit von der Art der Aminosaure-Reste, zwischen denen die Bin- 
dung gespalten werden soll. Durch bestimmte Operationen gelang es sogar, pflanz- 
liche und tierische Proteasen in Komponenten zu zerlegen, die sich in ihren Aktivie- 
rungseigenschaften von den Ausgangssubstanzen unterscheiden!®. Mittels Dialyse 
von Kathepsin lieB sich z. B. die Aktivierbarkeit durch Blauséure entfernen, was 
die Verfasser mit der Abtrennung eines natiirlichen Aktivators erklaren. Durch 
Zusatz von Spuren von Cystein konnte dieser Aktivator ersetzt werden, wobei die 
gleiche Menge Cystein ohne Blausaure die Fermentwirkung nicht im entferntesten 
so steigerte wie Cystein + Blauséure oder Blausiure am nicht dialysierten Pra- 


parat. 

Die ersten zwei Beweispunkte von Buchs fir die Existenz zweier 
grundsatzlich verschiedener Fermente der Magenschleimhaut beruhen 
also auf Fehldeutungen von Versuchsergebnissen, der dritte ist nicht 
charakteristisch. Aus diesem Grunde méchten wir vorschlagen, lediglich 
von dem proteolytischen Ferment des Magens zu sprechen, das man von 
jeher einfach als Pepsin bezeichnet hat und fiir welches je nach Substrat 
etwa vom px 1,8 bis zum px 3,8 gleich giinstige Verdauungsverhiltnisse 
vorliegen kénnen. Eine noch starkere Verschiebung des pa-Optimums 
fanden Fruton und Bergmann" bei ihren Modellversuchen an syn- 
thetischen Substraten. So ist z. B. in dem speziellen Fall des Carbo- 
benzoxy-L-glutaminyl-L-phenyl-alanins die Aktivitaét des kristallisierten 
Schweinemagenpepsins bei pu 4,5 zehnmal so groB wie bei pu 2,0. 

Grundsiatzlich von dem Pepsin des Magens verschieden ist das 
Kathepsin, das sich z. B. aus Leber oder Milz extrahieren léBt. Wie aus 
Abb. 6 hervorgeht, hat dieses ein ausgesprochenes Maximum zwischen 
pu 3,0 und 4,0 bei vélliger Unwirksamkeit jenseits von px 2,3 und 4,5. 
Vergleicht man die Aktivitaétskurven von menschlichem Magensaft mit 
denen von Pepsinpréiparaten und von Kathepsinpraparaten, so ergibt 
sich zwar, daB die proteolytische Wirksamkeit des natiirlichen Magen- 
saftes etwas weiter in den neutralen Bereich verschoben ist, daB sie 
aber mit der eines Gewebekathepsins nicht zu verwechseln ist. Fiir diese 
nach neutralerem Gebiet hin etwas erhéhte Aktivitat des Saftes gegen- 
iiber den Pepsin-Priparaten machte Willstatter’ bekanntlich das 
Leukocytenkathepsin verantwortlich, wihrend Bramstedt'® auf die 
Moglichkeit regurgitierten Duodenalsaftes hinweist. Sie berechtigt bis- 
lang keineswegs zur Annahme eines mageneigenen Kathepsins. Man 
sollte diesen Namen fiir die Gewebsproteasen reservieren. 


Von Merten, Schramm, GraBmann und Hannig" konnte ein Magen- 
schleimhautpraparat durch Elektrophorese in Fraktionen mit verschiedenen 





10 J.S. Fruton u. M. Bergmann, J. biol. Chemistry 189, 569 [1941]. 

u J.S. Fruton u. M. Bergmann, Science [New York] 87, 557 [1938]. 

2 R. Willstatter u. E. Bamann, Untersuchungen iiber Enzyme;' Verlag 
J. Springer, Berlin 1928, Bd. II, 8. 1756. 

13 F. Bramstedt, Die Medizinische 1958, 675. 

14 R, Merten, G. Schramm, W. Gra8Bmann u. H. Hannig, diese Z. 289, 
173 [1952]. 
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pu-Aktivitétskurven aufgeteilt werden, in denen die relative Wirksamkeit bei 
pu 1,8 und 3,5 im Vergleich zur Ausgangssubstanz verschoben war. Dabei konnte 
ein ,,kathepsinfreies‘‘ Pepsin, d. h. eine Fraktion, die nur ein schmales Optimum 
bei py 1,8 aufwies, abgetrennt werden, aber kein pepsinfreies Kathepsin. Diese 
zweite Fraktion zeigte immer zwei Maxima bei py 1,8 und 3,5, obgleich zur 
pu-Einstellung nur Salzsiure verwendet wurde. Heinrich dagegen konnte bei 
Papierelektrophoreseversuchen an Difco-Pepsin 1: 10000 zwar eine inaktive EiweiB- 
fraktion abtrennen, eine Isolierung von ,,peptischer“‘ und ,,katheptischer“’ Akti- 
vitat gelang jedoch in keinem Fall. Deshalb sollte man so lange noch nicht von 
zwei Fermenten sprechen, als die einzelnen Komponenten nur ,,engere oder ver- 
langerte Pepsinwirkung“* zeigen!® und man nicht die peptische von der angeblich 
katheptischen Komponente sauber getrennt hat. 

Bramstedt?*!" untersuchte papierchromatographisch die bei pq 1,8 und 
bei py 3,8 gewonnenen Casein-Spaltprodukte des Pepsins und des Magensaftes und 
schlieBt aus dem Auftreten verschiedener Peptidfraktionen auf eine ,,zumindest 
unterschiedliche Wirkungsweise“‘ des Fermentes. Man kann aber unserer Ansicht 
nach nicht aus der Analyse von Sekundarprodukten, die bei ganz verschiedenem 
Sauregrad entstanden sind, auf das Vorliegen zweier verschiedener Fermente 
schlieBen. 

Die physiologischen py-Verhiltnisse, die vom nahezu neutralen Be- 
reich bis zum stark sauren schwanken kénnen, lassen vielleicht gerade 
dadurch eine rationelle Ausnutzung des jeweiligen Milieus zur Verdau- 
ung zu, daB die verschiedenen Eiweifarten von dem proteolytischen 
Ferment der Magenschleimhaut stufenweise unter den fiir sie optimalen 


Bedingungen abgebaut werden kénnen. 


Zusammenfassung 


1. Die verschiedenen Pepsin-Bestimmungsmethoden werden mit- 
einander verglichen. Am zweckmiaBigsten erscheint die von Anson so- 
wie eine modifizierte Verdauung von Eier-Eiwei8 mit genauer Bestim- 
mung des unverdauten Riickstandes. 

2. Die Annahme eines Magenkathepsins neben dem Pepsin ist iiber- 
fliissig. Die angeblich unterschiedliche Temperaturbestandigkeit der 
beiden hypothetischen Komponenten ist auf falsche Deutung der ge- 
ringen Stabilitat des Pepsins gegeniiber starker Wasserstoffionenkon- 
zentration zuriickzufihren. 

3. Der Aktivitatsbereich des Pepsins gegeniiber Proteinen erstreckt 
sich von pu 1,8—3,8. Die Proteolyse ist nicht allein von der Temperatur 
und dem pu abhangig, sondern auch vom Substrat und vom Saéureanion. 


Summary 
1. Various methods of pepsin estimation are compared. The method 


of Anson or a modified digestion of egg protein with accurate deter- 
mination of the undigested residue proved to be the most suitable. 





16 W. D. Heinrich, Biochem. Z. 323, 469 [1953]. 
16 F. Bramstedt, Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 162, 375 [1954]. 
17 F. Bramstedt, Die Medizinische 1954, 1216. 
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2. It is unnecessary to postulate a stomach cathepsin in addition 
to pepsin. The apparent difference in the temperature stability of the 
| two hypothetical components is due to an incorrect interpretation of 

the low stability of pepsin towards high hydrogen ion concentrations. 

3. The proteolytic activity of pepsin ranges from pu 1.8—3.8; it 
depends not only on temperature and pu but also on the kind ob sub- 
strate and of acid anion. 
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Uber Wirkungsbedingungen der Leber im Jodstoffwecisel 
I. Mitteilung 
Von 
Norbert Hartmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Ernst-Moritz-Arndt- Universitat Greifswa!d 
Komm. Direktor: 0.-A. Dr. Norbert Hartmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Marz 1955) 


Bei friiheren Untersuchungen! war aufgefallen, daB die Aktivitit 
der Organe im DejodierungsprozeB erheblich schwankt; dies zeigte sich 
besonders bei Umrechnung der Jodabspaltung pro g Gewebe. Noch 
erheblich gréBere Schwankungen in der Aktivitét der Lebern stellten 
wir fest, als wir ab 1945 die fiir die Untersuchungen ben6tigten Organe 
vom hiesigen Schlachthof erhielten. Diese Erscheinung konnte nicht 
wesentlich durch Abweichungen in der Methodik bedingt sein, da nur 
verhaltnismaBig geringe Anderungen im Arbeitsgang bei den einzelnen 
Versuchsreihen vorlagen, zudem auch die Organ-Substratkonzentration 
und die Bebriitungsdauer zunidchst noch konstant gehalten wurden und 
auch innerhalb der Versuche an einem Organ nur sehr geringe bis gar 
keine Schwankungen der Parallelansitze zu beobachten waren. Es 
muBten also organbedingte Abweichungen angenommen werden, die 
von der Stoffwechsellage der einzelnen Versuchstiere herrithrten. In der 
Literatur wird auf eine Minderung der Dejodierungskraft der Leber als 
Auswirkung von Kropfnoxen berichtet®. Diese Ursachen konnten bei 


unseren Versuchen ausgeschlossen werden, da es sich einerseits um f 


Organe gesunder Schlachttiere handelte, andererseits auch bei den 
Organen aus dem eigenen Tierstall, also unter gleichen Futter- wie 
Umweltverhaltnissen, erhebliche Schwankungen vorkamen. Da nach 
unseren friiheren Untersuchungen unter allen Organen die Leber die 
héchste Dejodierungs-Aktivitaét entfaltet, aber auch von anderer Seite 
die besondere Rolle der Leber im Jodstoffwechsel hervorgehoben wird’, 
beschrankten wir uns auf die Untersuchung der Leber. 


Folgende Teilfragen sollten beantwortet werden: 
1. Welches ist das pq-Optimum der Dejodierung ? 


2. Ist durch besonders feine Zerkleinerung der Gewebe eine héhere F 


Aktivitaét der Dejodase zu erzielen ? 


1 N. Hartmann, diese Z. 285, 1 [1950]. 


2 F. Blum, Schweiz. med. Wschr. 1941 II, 1612; H. O. Hettche, Miinchener f 


med. Wschr. 96, 577 [1954]; 96, 1131, 1212 [1954]. 
3 F. Blum u. R. Griitzner, diese Z. 110, 276 [1920]; J. L.de Courey, 


Western Surgery 45, 432 [1937]; A.W. Elmer u. Z. Luczynski, C. R. hebd. > 


Sciences Acad. Sci. 115, 1717 [1934]. 
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. Wirkt Andauung der Gewebe aktivitatssteigernd auf die Dejo- 
dase ? 
4. Welche Extraktionsmethode liefert die besten Resultate ? 
5. Bei welchen Tierarten wird besonders hohe Dejodierung ge- 
‘hsel funden ? 
6. Andert sich die Dejodasewirkung mit dem Alter der Versuchs- 
ansatze ? 
Um alle methodisch bedingten Abweichungen und Fehlerméglich- 
keiten auszuschalten und optimale Verhaltnisse fiir die Dejodierung und 
ld deren Nachweis zu schaffen, wurde zunichst der gesamte Arbeitsgang 
in den einzelnen Phasen iberpriift. 


+t Methodik 

vitat 

siily Entsprechend den friiheren Untersuchungen wurde wie folgt vorgegangen: 
Noch Nach Zusatz von je 15 mg Dijodtyrosin in Lésung zu jeweils 10 g Leber- 


schnitten, Leberbrei oder der entspr. Menge Leberextrakt in 40 com Phosphat- 
IIten pufferlosung wurden die Ansiatze bei 37° im Warmeschrank bebriitet und an- 
gane schlieBend mit je 20 ccm 20-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt. Die vom EiweiB- 
nicht | niederschlag befreite Lésung diente zur potentiometrischen Bestimmung des 
freigesetzten Jodids. Das Dijodtyrosin lésten wir zunachst noch in dem entsprechen- 
den Phosphatpuffer. In dieser Liésung erfolgt jedoch eine merkliche Spontan- 
-Inen dejodierung, die mit der Zeit erheblichen Umfang annehmen kann (vgl. Beleg- 
ution — analysen S. 63). In der Folge verwendeten wir n/50-NaOH, worin sich das Dijod- 
und tyrosin leichter lést und einer weit geringeren Spontandejodierung unter- 
liegt (S. 63). Fiir die Versuche verwandten wir L-Dijod-tyrosin der Firma 
Es Schuchardt ([oc]?? : + 2,4° bei 5-proz. Lésung in 4-proz. Salzsiure, Schmp. 189° 
die unkorr.). Fiir jeden Versuchsansatz wurden 2 ccm der Dijodtyrosinlésung, enthal- 
é tend 15 mg Dijodtyrosin (entspr. 8,8 mg Jod), abpipettiert. 

1 der In vergleichenden Versuchen wurde auch der Einflu8 der Ferment-Substrat- 
r als § Konzentration auf den Dejodierungsvorgang untersucht. Dazu wurden bei kon- 
. bei & stanter Puffermenge von 40 ccm je 20, 10, 5 und 2,5 g Leberbrei unter Zusatz von 
je 15 mg Dijodtyrosin sowie je 10 g Brei unter Beigabe von 30 bzw. 7,5 mg Dijod- 
tyrosin bebriitet. Hierbei lieB sich erwartungsgemaB eindeutig und ohne Ausnahme 
den die héchste Dejodierungsquote bei Umrechnung der Spaltungswerte auf 1 g Gewebe 
wie — fiir die Ansétze mit der héchsten Fermentkonzentration feststellen. Das optimale 
nach — Verhaltnis ware also der Zusatz von 7,5 mg Dijodtyrosin zu 10g Brei gewesen. 
- die (Der Ansatz 20g Brei und 15 mg Dijodtyrosin zeigt schlechtere Werte, wahr- 
7 wahrscheinlich durch die geringere Pufferkonzentration bedingt.) Wir wahlten 
Seite trotzdem fiir die weiteren Versuche das schon friiher benutzte Verhaltnis von 10 g 
ird*, F Gewebe zu 15 mg Dijodtyrosin, weil dabei die Titrationswerte wesentlich héher 

lagen und somit der Titrationsfehler verhaltnismaBig klein war (vgl. S. 63). 
Zur Herstellung der Leberschnitte wurde die frische Leber nach Entfernung 
der gréBeren GefaBe mit einem Rasiermesser auf einer Korkplatte rasch in méglichst 
unter 1 mm dicke Schnitte zerlegt. Der Leberbrei wurde mit einem Fleischwolf 


here | Dereitet. Je 10g Leberschnitte bzw. Leberbrei wurden auf einer Laborwaage 
» abgewogen und in 200-ccm-Erlenmeyerkélbchen mit weitem Hals iibergefiihrt, 

in denen sich bereits je 40 ccm der entspr. Phosphatpufferlésung befanden. Zur 

_ Herstellung von Leberextrakt wurde zunachst grob mit dem Messer zerkleinerte 

Leber, spiter Leberbrei unter Zusatz des doppelten Volumens an Extraktions- 





hener ' mitteln mit Quarzsand im Porzellanmérser fein verrieben, was etwa 15 bis 20 Min. 


_ fir eine Versuchsserie dauerte. Danach wurde die Verreibung mittels einer Stock- 
nobd _ Zentrifuge bei 4500 U/min und 105 m/sec Becherboden-Geschwindigkeit zellfrei 
ee | abzentrifugiert, wie durch wiederholte Kontrollen mit Hilfe von Ausstrichen und 
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Anfarbung des Zentrifugates nachgewiesen wurde. Die zellfreien Extrakte wurden 
gesammelt und ein entsprechender Teil fiir jeden Versuchsansatz benutzt. Diese 
aliquote Extraktmenge wurde ebenfalls wie Schnitte und Brei zu den 40. ccm Puffer. 
lésung hinzugesetzt. 

Als Phosphatpufferlésung benutzten wir nach der Anweisung von Sérensen 
zunachst entsprechende Gemische von m/15-prim. Kalium- bzw. Natriumphosphat, 
Da bei py-Kontrollen vor und nach den Versuchen die Pufferwirkung von in/15. 
Phosphat nicht befriedigte, weil recht erhebliche Differenzen unter der Bebriitung 
auftraten, wurde die Konzentration auf m/5 erhéht, wonach die pq-Schwankungen 
in ertriglichem Ausma8 verliefen (S. 64). Die pa-Kontrollen wurden mit Hilfe 
des Pehavi C von Hartmann & Braun, Frankfurt, unter Verwendung der 
Antimonelektrode gegen Kalomelelektrode durchgefiihrt. Bei Vergleich mit anderen 
Puffern erwies sich der Phosphatpuffer als am besten geeignet (S. 64). 

Zwecks Verhiitung von Fiaulniserscheinungen unter der Bebriitung wurde 
jedem Versuchsansatz etwa 1 ccm Toluol zugesetzt, wodurch keine Hemmung 
der Dejodierung festzustellen war, wahrend bei Verwendung von Thymol manch. 
mal eine deutliche Minderung der Jodidbildung erfolgte. Die Erlenmeyerkélbchen 
wurden nun durch dichte Wattebiusche verschlossen und bei 37° bebriitet. Die 
in den friiheren Versuchen iibliche Bebriitungsdauer von rund 18 Stdn. wurde nicht 
streng eingehalten, da bei Verfolgung der Dejodierung in Abhangigkeit von der 
Bebriitungszeit bei geniigend aktiven Organen oft schon nach 4—5 Stdn. eine 
erhebliche Jodabspaltung zu finden war (S. 64). 

Nach der Bebriitung wurden die Ansitze mit je 20 ccm 20-proz. Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt und der EiweiBniederschlag abgetrennt. Dazu wurde anfangs 
noch filtriert. Da jedoch z. T. sogar erhebliche Jodverluste durch das Filter. 
material verursacht wurden, wurde spiter der Niederschlag durch starkes Ab. 
zentrifugieren von der Restlésung getrennt und 2 mal mit je 20 com Phosphat- 
pufferlésung ausgewaschen. In der eiweiSfreien Lésung und Waschfliissigkeit 
wurde nun das Jod potentiometrisch mit Hilfe einer Silberelektrode gegen Kalomd. 
elektrode bestimmt. Dazu benutzten wir zunichst noch n/100- bzw. n/1000-AgNO,, 
doch gingen wir bald zu einer n/200-Lisung iiber, bei der einerseits die Ablese. 
genauigkeit der Mikrobiirette (1/40 ccm oder % Tropfen, entspr. 0,016 mg Jod) 
noch geniigend groB war, andererseits auch der Potentialsprung am Endpunkt 
der Titration deutlich wahrnehmbar blieb. Die Fehlerbreite der titrimetrischen 
Bestimmung blieb so unter 0,2% der jedem Versuchsansatz zugesetzten kon- 
stanten Jodmenge. 

Als Indikatorinstrument benutzten wir neben dem Pehavi von Hartmann & 
Braun, Frankfurt, auch den py-Messer Typ 158 von Rundfunk- unyd Fern- 
meldetechnik, Erfurt, der als Réhrengalvanometer eine wesentliche Erleich- 
terung der Titration ermdéglicht, da die Betatigung des Stromschliissels’ dabei F 
fortfallt und die Ablesung wesentlich einfacher ist. 

Zur Titration wurde die Restlésung in eine 500-ccm-Abdampfschale iiberfiihrt, 
mit 2 Tropfen Methylrot und einigen ccm 2-n. H,SO, versetzt..Danach wurde mit 
aqua dest. auf etwa 200 ccm aufgefiillt und auf dem Titrationsstativ mit magne- 
tischem Rithrwerk von Geyer, Ilmenau, austitriert. Zur Kontrolle der Apparatur 
und der Elektroden wurden jeweils vor und nach den einzelnen Bestimmungsserien 
Titrationen in bekannten Jodidlésungen durchgefiihrt. Das Vorhandensein von 
Jodid in den Versuchssatzen lieB sich bereits bei AnschluB der Elektroden an dem 
negativen Potential erkennen, das bei wesentlichen Jodidmengen um —140 mY 
lag. Zunachst wurde in rascher Tropfenfolge titriert. Wenn das negative Potential 
bis auf etwa —60 mV angestiegen war, wurde vorsichtig tropfenweise weiter- 
titriert und der Bereich des gréBten Potentialsprunges als Endwert benutzt. 
Kontrollen, die mit Hilfe verdeckter Analysen durchgefiihrt wurden, ergaben eine 
rein titrimetrische Genauigkeit, die dem theoretischen Wert von 0,2% entsprach. 
Um Fehlerméglichkeiten bei den einzelnen Versuchsansaétzen méglichst klein zu 
halten, wurden fiir jeden Ansatz Parallelversuche bis zu je 6 der gleichen ‘Art in 
einem Arbeitsgang untersucht. 
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In den folgenden Belegtabellen wird die Methodik nur so weit geschildert, 
als sie von der normalen oben angefiihrten Form abweicht. Auf eine Angabe 
samtlicher Parallelversuche fiir einen Ansatz wurde verzichtet, es werden nur der 
Mittelwert und die Schwankungsbreite im Absolutwert angegeben. Auch sind die 
aktiven Proben um den jeweils mitbestimmten Wert der Spontandejodierung 
reduziert. Die Spontandejodierung bewegte sich bei allen Versuchen in einer 
GroBenordnung von meist unter 0,5%. In den Tabellen ist unter ,,Spaltung“ der 
Anteil an Jod in % angegeben, der aus dem zugesetzten Jod in Form von Jodid 
freigesetzt wurde. Auf eine Wiedergabe des Verbrauches an Silbernitratlésung bei 
der Titration wurde ebenfalls verzichtet. Auch wurden fiir jede Frage nur einige 
charakteristische Reihen aufgefiihrt, da die Wiedergabe der iiber 180 Versuchs- 
reihen zu umfangreich wiirde. Ausgewahlt wurde nach dem Gesichtspunkt hoher 
baw. niedriger Ausschlage fiir jede Versuchsreihe. 


Ergebnisse 


A. Versuche zur Methodik 
1. Spontandejodierung des Dijodtyrosins 
2-proz. Lésungen von L-Dijod-tyrosin in Phosphatpuffer von verschiedenem 
pu und in n/50-NaOH wurden angesetzt. In je 5 com der Ansatze wurde die Jod- 
abspaltung nach 1-stdg. Kochen sowie nach Bebriitung iiber 21, 94 und 24% Tage 
bei 37° bestimmt (je 1 mal; die Zahlen bedeuten % Jod). 





| 1Stde. | 21 Tage | 84 Tage | 248 Tage 





5,8 2,8 19,3 

3,9 19,5 

3,8 18,6 

8,7 3,6 ‘ 18,5 
n/50-NaOH 0,5 10,3 


Ergebnis: Das Dijodtyrosin wird im sauren Phosphatpufferbereich starker 
dejodiert als im alkalischen. Die geringste S pontandejodierung zeigt sich jedoch in 
n/50-NaOH. Bei Siedetemperatur kommt es zu einer erheblichen Beschleunigung 
der Dejodierung. Daraus erklart sich das Auftreten einiger wesentlicher Werte der 
Dejodierung in durch Aufkochen inaktivierten Proben, wenn vor dem Zusatz des 
Dijodtyrosins zu den Ansatzen nicht geniigend abgekiihlt wurde’. 


2. Ferment-Substrat-Konzentration 

Unterschiedliche Mengen Leberbrei und Dijodtyrosin werden in je 40 ccm 
m/5-Phosphatpuffer py 8,0 10Stdn. bei 37° unter Toluolzusatz bebriitet. Kontrollen 
des Eigenverbrauches der Leber an Silbernitrat und der Spontandejodierung des 
Dijodtyrosins ergaben 0-Werte. Die mittlere Schwankungsbreite der einzelnen Ver- 
suchsansatze lag meist unter 1% der unten angegebenen Werte. In einigen Fallen 
betrug die Schwankung besonders bei den kleinen Organmengen bis maximal 5% 
der angegebenen Spaltungswerte. EnteiweiBt wurde mit je 20 ccm 20-proz. Trichlor- 
essigsiure, titriert gegen n/200-AgNO,. Die Tabelle gibt die Durchschnittswerte 
aller Versuche. 





Leberbreiing . . . . | 20 10 5 2,5 | 10 10 
Dijodtyrosinin mg. . | 15 15 15 15 30 7,5 
Spaltungin%... . | 46,1 | 31,0 | 16,6 5,8 | 12,6 | 38,9 
3. Pufferwirkung von m/15- und m/5-Phosphatpuffer 
10 g Hundeleberschnitte + 40 ccm Phosphatpuffer, py-Bestimmung vor und 
nach 7-stdg. Bebriitung: 
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Puffer | m/5 | m/15 
ge FEO FHRET 8,0 7,6 7,2 | 8,0 7,6 7,2 
eh te AS 7.9 76 74 7.4 74 71 











Ergebnis: Die Pufferwirkung ist in m/5-Phosphatpuffer befriedigender. 


4. Dejodaseaktivitat in verschiedenen Puffern 


10 g Hundeleberschnitte werden in 40 ccm Pufferlésung nach Sérensen 
unter Dijodtyrosinzusatz 123/, Stdn. bebriitet. 





| Phosphat | Borat | Glykokoll_ 





on. Laas Ves 8,6 8,0 8,5 7,9 8,5 
Spaltung in %. .| 6,4(+0,8) 5,6 (+-0,6) | 5,7 (40,2) 1,9(+0,1)| 1,0(+0,01) 


Ergebnis: Die Aktivitat der Dejodase ist in Phosphatpuffer am gréBten. 


5. GréBe der Dejodierung in Abhangigkeit von der Bebriitungszeit 


Versuch 21, 23 und 137 (vgl. die Abb.): 10 g Hundeleberschnitte in Phosphat- 
puffer, py 8,0, nach Zusatz von Dijodtyrosin verschieden lange bebriitet. 






































%J 6 736 % Spaltun 
Tr Oi a Oe cal 
5430 
vers.2! 
/| < "bs x1 
474— = — 
4+2% > 
b A Abhangigkeit der Dejodierung 
ITB ay" von der Bebriitungszeit. 
S 
J 
2 +12 7 
Pa 
‘ . P Sin? 
Bebriitungszeit Versuch 21 Versuch 23 
in Stdn. yy. | «a | 18 1 | 2 RS PR 
; ‘ 4,1 4,6 6,7 +0,1 3,1 4,1 
Dejodierung in % - | (41%) |(+1,3%) | (1 Ansatz) |] ° [1.0 ( +83) +(0,2) | (£0,1) 




















Bebriitungszeit Versuch 137 
in Stdn. My | 1 a ae eR We i ie a 


| 
30,6 31,7 34,2 42,1 
(+ 1,1) | (+ 0,7) | (+ 1,8) | (+ 1,0) 





26,6 
(+ 0,7) 





Spaltungin%. . . 20,9 (7 3) | 21,2 (* a) 








Ergebnis: Die Dejodierung in Abhangigkeit von der Bebriitungszeit wird 
recht verschieden gefunden, wahrend in manchen Versuchen nach 1 Stde. noch 
kaum meBbare Jodidmengen freigesetzt wurden, sind in Versuch 137 nach 1/, Stde. 
schon iiber 20% dejodiert. In den meisten Fillen ist aber nach mindestens 4 Stdn. 
ein deutlicher Jodidwert zu erfassen, weshalb wir in weiteren Versuchen 6fter nach 
einer Bebriitungszeit von 4 bis 5 Stdn. den Versuch abbrachen. 
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B. Versuche zum pq-Optimum der Dejodierung 


7.9 10 g Hundeleberschnitte und Dijodtyrosin werden in 40 ccm m/5-Phosphat- 
7.1 puffer, je 1 Ansatz, 18 Stdn. bei verschiedenem py bebriitet: 























pH vor oO 6,3 6,8 7,3 7,5 7,6 yf 7,8 
pa nach Versuch. ..... 6,8 6,9 7,0 7,2 7,2 7,2 7,2 
rensen | Spaltung am a aT 1,9 4,8 8,5 |11,0 {11,0 |13,6 | 12,3 


Ergebnis: Das pq-Optimum diirfte zwischen 7,5 und 7,9 liegen. Die Werte 
— — § kénnen noch nicht als endgiiltig betrachtet werden, da auch bei m/5-Phosphatpuffer 
okoll die po-Werte wahrend der Bebriitung um einige Zehntel abfallen. Die Differenz 
gegeniiber unseren friiheren Angaben mit einem py-Optimum zwischen 7,7 und 8,3! 
ist dadurch zu erklaren, da8 wir dort mit m/15-Phosphatpuffer arbeiteten, bei dem 
£0,01) — die Verschiebung nach dem sauren Gebiet wahrend der Bebriitung rascher erfolgt. 





C. EinfluB der Zerkleinerung auf die Aktivitat der Gewebe 


BS zeit Je 7,5 Leberschnitte bzw. Latapiebrei in Phosphatpufferlésung, py 8,0, mit 
sphat- Dijodtyrosin 18 Stdn. bebriitet. 
Leberschnitte Spaltung 7,8% + 0,15% 9,1% + 0,4% 
Latapiebrei Spaltung 2,8% +0 2,0% + 0 
Leberschnitte inaktiv Spaltung 0,5% + 0 


Versuch 106: 10 g Rinderleberbrei werden mit 20 ccm Phosphatpuffer, py 
8,0, und Quarzsand verrieben, abgenutscht, der Riickstand mit 10 com Puffer durch- 
gewaschen (Extrakt 1). Der Riickstand wird nochmals mit 20 ccm Pufferlésung ver- 
rieben, abgenutscht, mit 10 com Puffer nachgewaschen (Extrakt 2). Der gleiche 


ng Vorgang noch einmal wiederholt ergibt Extrakt 3. Die Ansatze werden getrennt 
nach Dijodtyrosinzusatz 24 Stdn. bebriitet (je 1 Ansatz). 
Extrakt. .... 1 2 3 
Spaltungin%. . 5 3,6 2,9 





Versuch 107: Je 10 g Rinderleberschnitte und im Vergleich dazu je 10 g in 
der Reibschale fein verriebene Leberschnitte werden nach Dijodtyrosinzusatz 
24 Stdn. bebriitet. 


Leberschnitte Spaltung 7,2% (+ 1%) 
Leberschnitte verrieben Spaltung 5,0% (+ 0,7%) 


Ergebnis: Durch sehr intensive Zerkleinerung, z. B. Verwendung von Latapie- 
brei, wird die Dejodaseaktivitat stark gehemmt. Zuniachst lag es nahe, dabei an die 
Kinwirkung von Metall zu denken; daher wurde der Versuch 107 noch angeschlossen, 
3 der ahnliche Verhialtnisse zeigt, obgleich die Aktivitétsminderung hier nicht so er- 
:0,1) heblich ist. Dies konnte aber auch aus der weniger intensiven Zerkleinerung erklart 
werden. Der Versuch 106 148t noch eine weitere Deutung zu. Anscheinend wird die 
Dejodase, die an ein verhaltnismaBig leichter extrahierbares EiweiB angelagert ist, 





29 durch andere Proteine mit geringerer Léslichkeit, die erst durch intensivere Zer- 
kleinerung in Lésung gehen, oder durch entsprechende andere Zellinhaltsstoffe in 
rie der Aktivitat gehemmt. Eine andere Erklarung wird durch das Ergebnis der Ver- 


suche unter D nahegelegt. 


oe D. Versuche, mit angedautem Lebereiwei8 Dejodierung zu erreichen 
Stde. Je 10 g Schweineleberbrei werden mit je 10 ccm Fermentlés:ng bzw. 0,9- 
Stdn. proz. Natriumchloridlésung 2 Stdn. bei 37 © bebriitet, danach wer 1 je 20 ccm 
nach m/5-Phosphatpuffer, py 8,0, 15 mg Dijodtyrosin zugesetzt und 20 ~ . bebriitet. 


Zur Kontrolle der Aktivitat wird ein Ansatz ohne Ferment- bzw. | « izzusatz, 
also nur 10 g Leberbrei in Phosphatpuffer mit Dijodtyrosinzusatz 20 st:. _>ebriitet. 
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Pankreatinlsg. Trypsinlsg. NaCl, 0,9-proz 


1-proz. 1-proz. Kontrolle 





Sr Oe T9(E0.7%) —-— 9,8 (04%) 5,8 (40.7%) 19, (1,19) 
Je 10 g Schweineleberbrei in 10 ccm 0,9-proz. Kochsalzlésung werden mit 
10 cem n/10 HCl bzw. 10 ccm 1-proz. Pepsinsalzsaiurelésung 11/, Stdn. bebriitet, 
rasch abgekiihlt und je 15 mg Dijodtyrosin und 20 ccm Phosphatpufferlésung, 
pu 8,0, versetzt und nochmals 20 Stdn. bebriitet. Daneben werden aktive Kon. 
trollen wie in Versuch 127 und durch Aufkochen inaktivierte Proben angesetzt; 
(DJT = Dijodtyrosin) : 
aktiv + DJT aktiv ohne DJT inaktiv + DJT ohne DJT 
Spaltung in % 40,0 (+ 2,5%) 0,0 6,2 (+ 0,4) 0,0 
aktiv + HCl + DJT aktiv + Pepsin-HCl inaktiv + HCl inaktiv + Pepsin-k¢) 
DJT DJT + DIT 


Spaltung in % 24,1 (+ 4,5) 11,5 (+ 0) 8,3 (+ 1,8) 5,1 (+ 2,2) 


Ergebnis: Durch Andauung des Lebergewebes lieB sich in keinem Fall eine 
hdhere Aktivitat als in den normalen Versuchen erreichen, im Gegenteil wurden die 
Jodidmengen der Spaltung ohne Ausnahme erheblich, und zwar auf weniger als 
die Halfte bis auf etwa 1/,, reduziert. Dieser Befund kénnte einmal durch Angriff 
am DejodaseeiweiB selbst, zum anderen durch Freisetzung von Zellinhaltsstoffen 
mit Hemmungswirkung erklart werden. Endgiiltig kann die Frage erst geklart 
werden, wenn das Dejodaseeiwei8 rein isolierbar sein wird. 


E. Extraktionsmethoden 


Extrakte aus Kaninchenleber mit m/15-Phosphatpu‘fer, py 8,0, m/5-Phosphat- 
puffer, px 8,0, und n/10-HCl. Ein Ansatz entspricht 80 g Leber. Nach Dijodtyrosin. 
zusatz 5 Stdn. bebriitet. 

m/15-Phosphat m/5-Phosphat n/10-HCl 
Spaltung in % 6,8 (+ 1) 15,4 (+ 0,7) 0,0 


Extraktionsversuch an Kaninchenleber mit 0,9-proz. NaCl, Glycerin, m/15- 
Phosphatpuffer, py 8,0 und m/5-Phosphatpuffer, py 8,0. 1 Ansatz entspricht 80 ¢ 
Leber. Nach Dijodtyrosinzusatz 4 Stdn. bebriitet. 


0,9% NaCl Glycerin m/15-Phosphat m/5-Phosphat 
Spaltung in % 6,9(+ 0,3) 8,0 (+ 0,1) 4,0 (+ 0) 9,2 (1 Wert) 
Extraktionsversuch an Rinderleber mit Kochsalzlésung, Athanol, Athylen- 


glykol in verschiedenen Konzentrationen, m/20- und m/5-Phosphatpuffer, pr 8,0. 
1 Ansatz entspricht 100 g Leber. Nach Dijodtyrosinzusatz 48 Stdn. bebriitet. 


NaCl, 0,9-proz. 2,5-proz. 6,5-proz. Athanol 3-proz. 7,5-proz. 20-proz. 
Spaltungin%  23,8(+5) 20,0(+4) 7,6(4+1,6) 8,5(+2,7) 8,6(4+1) 6,0 (+0,2) 


Glykol, 6-proz. 15-proz. 40-proz. m/20-Phosphat m/5-Phosphat 
Spaltung in % 8,3 (+1) 6,0(+0,2) 4,5 (+0,5) 15,5 (+5,4) 12,6 (+1,8) 


Extraktionsversuch an Rinderleber. Versuchsanordnung wie vorher, aber vor 
dem Abzentrifugieren Brei im Extraktionsmittel 12 Stdn. im Eisschrank gehalten. 


NaCl, 0,9-proz. 2,5-proz. 6,5-pro”. Athanol, 3-proz. 7.5-proz. 20-proz. 
= af + 3,5 + 0,5 +1,2 +1,9 
Spaltung in% 92(+f) 84 (49%) 38 (tO) 52(416) 3,8(415) 3,1 (71%) 


Glykol, 6-proz. 15-proz. 40-proz. m/20-Phosphat m/5-Phosphat 
+1,7\ + 0,3 + 4,8 +53 
Spaltung in % 4,7 (+ 1,1) 41 (+7) 200 (493) 108(+ sa) 12,0 (+74) 
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Aqua dest. n/10-HCl n/10-NaOH 


. 1,0 3,1 0,4 
Spaltungin% 3,7 ine “4 6,3 . 0) 3,6 a 07) s 


Ergebnis: Unter den untersuchten Extraktionsmitteln ist am haufigsten 
m/5-Phosphatlésung mit bester Wirkung benutzt worden. Auch 0,9-proz. Kochsalz- 
lisung gibt 6fter gut wirksame Extrakte. 


F. Dejodaseaktivitat verschiedener Tierarten 
In folgender Tabelle sind die héchsten Dejodierungswerte aktiver Proben aus 
verschiedenen Versuchen mit je 10 g Leberschnitten bzw. den entsprechenden 
Leberextraktmengen in Phosphatpuffer, py 8,0, nach Dijodtyrosinzusatz und 
18-stdg. Bebriitung angegeben. 
Kaninchen Meerschweinchen Pferd Hund Rind Schwein 


Spaltung in % a) 4,9 b) 15,9 a)4,4  a)2,3 b)11,7 a)19,7_ _b) 9,4. b) 55,8 


a) Schnitte b) Extrakte 


Ergebnis: Die héchste Aktivitat hatten Hundeleberschnitte und Schweine- 
leberextrakte. Besonders hoch liegt die Dejodierung im Schweineleberextrakt, da- 
her wurde in der Folge méglichst auf Schweineleber zur Untersuchung der Dejo- 
dasewirkung zuriickgegriffen. 


G. EinfluB des Alters der Versuchsansatze bzw. Organe 
auf die Jodabspaltung 


Vergleich frischer und 24 Stdn. alter Leber vom Hund. 7,5 g Schnitte werden 
nit Dijodtyrosin in Phosphatpufferlésung, py 8,0, 10 Stdn. bebriitet. 


Frische Leber, Spaltung in % 11,1 (+ 0,4), alte Leber 4,2 (+ 0,8). 

Wie Versuch 37, aber 15 Stdn. bebriitet (Hund war verelendet). 

(je 1 Ansatz) 
Frische Leber, Spaltung in % 5,1, alte Leber 2,6. 

Aktivitaét von Pferdeleberextrakt. 1 Ansatz entspricht 75 g Leber. Nach Dijod- 
tyrosinzusatz 4-stdge. Bebriitung. Der Extrakt wurde in drei Fraktionen unter- 
sucht. Die 1. Fraktion wurde sofort verarbeitet, die 2. 1°/, und die 3. 4°/, Stdn. 
spater. 

1. Frakt. 2. Frakt. 3. Frakt. 


. 1,4 2,3 0,4 
Spaltung in % 10,3 « os) 7,9 73 | a oe 03) ‘ 


Ergebnis: Der erste Teil der Versuche zeigt, daB frische Organe aktiver sind 
als alte. Das erklart den recht haufigen Befund in friiheren Untersuchungen, bei 
denen nur sehr geringe oder gar keine Aktivitat gefunden wurde, dabei handelte es 
sich immer um Gewebe, das lange Zeit nach dem Tode der Versuchstiere zur Unter- 
suchung kam. Anscheinend wird die Dejodase postmortal sehr rasch inaktiviert, 
was auch aus dem Versuch mit Pferdeleberextrakt hervorgeht, wo die Aktivitats- 
minderung nach knapp 5 Stdn. schon mehr als 50% ausmachte. 


Diskussion 


Durch einige Abainderungen in der Methodik der Dejodaseunter- 
suchung, die Trennung der enteiweiBten Ansiaitze vom Niederschlag 
durch Zentrifugieren, Verwendung von m/5-Phosphatpufferlésung, Ver- 
wendung von 7/50-NaOH als Lésungsmittel fiir Dijodtyrosin sowie 
n/200-AgNO, zur Titration, konnte die Genauigkeit der Untersuchung 
wesentlich erhéht werden. Durch die Priifung verschiedener Puffer- 

5* 
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systeme auf ihre Brauchbarkeit bei der Untersuchung der Dejo:lase 
wurde der bereits in den friiheren Untersuchungen benutzte Phosphat. 
puffer als brauchbarstes Medium erkannt und deshalb grundsitzlich in 
den weiteren Untersuchungen verwertet. 

Da bei der Nachpriifung der optimalen Reaktion fiir die Dejo. 
dierung ein Gipfelbereich zwischen pu 7,5 und 7,9 gefunden wurde, 
benutzten wir anschlieBend nur noch einen m/5-Phosphatpuffer von 
pu 8,0; bei Verwendung dieses Puffers nihert sich der pq-Wert wahrend 
des Versuchs etwas dem Neutralpunkt, so daB die Reaktion im Versuchs. 
ansatz den optimalen Bereich durchlauft. 

Unter allen untersuchten Tierarten fanden wir die héchste Dejo. 
dierung bei Verwendung von Schweineleber. 

Besonders feine Zerkleinerung der Gewebe durch Verwendung von 
Latapieapparaten bzw. feinstes Verreiben mit Seesand im Porzellan. 
morser fiihrte zu einer erheblichen Minderung der Dejodaseaktivitat. 
Diese Hemmung der Dejodierung kann nicht auf die Einwirkung des 
Luftsauerstoffs im Zuge der Zerkleinerung zuriickgefiihrt werden, da in 
den friiheren Versuchen! unter aeroben und anaeroben Bedingungen die 
Dejodase gleich wirksam war. Auch der EinfluB des Metalls bei der 
Zerkleinerung konnte durch Verreiben mit Quarzsand ausgeschaltet 
werden. Auch die Annahme, die Dejodase wiirde strukturgebunden in 
der Zelle wirksam sein, wird widerlegt durch die Méglichkeit, aktive, 
zelltrimmerfreie Extrakte zu erhalten. Somit muBte noch untersucht 
werden, ob durch die starke Zerkleinerung Zellinhaltsstoffe als Hemmungs. 
faktoren frei werden oder ob die dadurch bewirkte raschere Verdauung 
eine Rolle spielt, was die im nachsten Absatz besprochenen Ergebnisse 
nicht ausschlieBen. Unsere Befunde entsprechen den Angaben in der 
Literatur*, wo durch Verwendung von Homogenaten aus Leber- oder 
Nierengewebe eine wesentlich geringere Aktivitaét im Abbau des Dijod- 
tyrosins gefunden wurde. Dabei trat besonders die Dejodierungsquote 
erheblich zuriick, und statt Jodid wurde als Hauptprodukt im Abbau 
des Dijodtyrosins Dijod-p-oxyphenylbrenztraubensiure erhalten, wih- 
rend Dijod-p-oxyphenylmilchséure, sonst neben dem Jodid wesent- 
lichster Anteil, nur in geringster GroéBenordnung anfiel. 

Bei Versuchen, durch Andauung mit peptischen und tryptischen 
Fermenten gegebenenfalls eine Aktivitaitszunahme zu erhalten, stellte 
sich das Gegenteil heraus. In simtlichen Versuchen war gegeniiber den 
Kontrollen mit unverdautem Organ-Eiwei8 eine erhebliche Aktivitats. 
abnahme zu verzeichnen. Das wiirde bedeuten, daB die Wirkung der 
Dejodase an ein intaktes EiweiBtrigermolekiil gekniipft ist. 

Besonders wirksame Extrakte lieBen sich erhalten bei Verwendung 
von Organbrei unter Extraktion mit dem doppelten Volumen m/5- 
Phosphatpuffer als Extraktionsmittel. Bei den friiheren Versuchen war 
es bereits aufgefallen, daB haufig sehr geringe Aktivitaét oder sogar 


4 W. Tong u. Mitarbb., J. biol. Chemistry 207, 59 [1954]. 
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Inaktivitat der Organe im DejodierungsprozeB dann vorlag, wenn es 
sich um Material von kranken oder verendeten Tieren handelte. Aber 
auch nach Ablauf mehrerer Stunden zwischen dem Tod des Versuchs- 
tieres und der Verarbeitung der Organe konnte eine sehr starke Aktivi- 
titsminderung in Erscheinung treten. Es ist daher notwendig, zur 
Untersuchung mdglichst lebendfrische Organe zu verwenden. 

In den Versuchen ist eine Mindestbebriitungszeit von 4 bis 5 Stdn. 
bei 37° einzuhalten. Laingere Bebriitung ergibt entsprechend héhere 
Dejodierung, doch dirfte ein Brutschrankaufenthalt -iiber 24 Stdn. 
selbst bei wenig aktiven Organen unndétig sein, da meistens schon nach 
7 bis 8 Stdn. die gleiche Jodabspaltung erreicht ist wie nach 24 Stdn. 

Der Firma E. Merck, Darmstadt, méchte ich fiir die groBziigige Unterstiitzung 
durch Lieferung von Chemikalien auch nach dem Zusammenbruch sowie der 
Zentralstelle fiir Forschungsbedarf in Berlin fiir die Unterstiitzung meiner 
Arbeit danken. 

Weiter gilt mein Dank den technischen Assistentinnen unseres Institutes, 
Frau Schénborn, Frau Mebert, Fraulein Schmidt, Frau Henke, Fraulein 
Ehrhardt, die die praktischen Untersuchungen mit groBer Sorgfalt durchgefiihrt 
haben. 


Zusammenfassung 


1. Nach Verbesserung der Methodik in der Bestimmung der Dejo- 
dierungsvorgange wurde als das po-Optimum fiir Leber im Dejodierungs- 
prozeB der Bereich zwischen 7,5 und 7,9 erhalten. 

2. Kine Aktivitiétsminderung im DejodierungsprozeB tritt ein 
a) durch besonders intensive Zerkleinerung der Gewebe, 

b) durch Andauung der GewebseiweiBe. 

3. Die besten Extrakte sind durch Verwendung von 2 Gew.-Tln. 
m|5-Phosphatpuffer pq 8,0, auf 1 Gew.-Tl. Gewebe erhalten worden. 
Die Extrakte sind regelmaéBig schwacher wirksam als die intakten 
Gewebe. 

4. Schweinelebern zeigten bisher die héchste Dejodierungsaktivitat. 

5. Die Dejodasewirkung nimmt postmortal rasch ab. 


Summary 


1. After improvement of the technique for the determination of 
the deiodination processes it was found that the optimum px range for 
liver in the deiodination is 7. 5—7. 9. 

2. A reduction in activity in the deiodination process occurs 
a) when the tissue is very finely disintegrated and b) when the tissue 
proteins are pre-digested. 

3. The best extracts are obtained by the use of 2 parts by weight 
of m/5 phosphate buffer, pu 8.0, to 1 part by weight of tissue. The 
extracts have a consistently weaker action than the intact tissues. 

4. Pigs liver exhibited the highest deiodination activity. 

5. The deiodase effect decreases rapidly after death. 
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Dokumentation physiologisch-chemischer Literatur 
auf Randlochkarten 
Von 
Karl Friedrich Gey, Hans Kalbe, Harald Schén und Hermann Stegemann 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1955) 


Die zunehmende Zahl der Publikationen aus den verschiedenen 
Fachgebieten zeigt das Interesse an einer bequemen und vielseitigen 
Registrierung der Literatur und die praktische Bedeutung der Loch- 
karten. : 

Von den verschiedenen Lochkartensystemen, tiber die Casey und 
Perry! sowie Scheele? ausfihrlich berichteten, erweist sich die Rand. 
lochkarte (RK) fiir die Literaturkartei eines Biochemikers als geeignetes 
Hilfsmittel. Fiir die Registrierung mehrerer verschiedener Sachverhalte 
einer Arbeit einschl. des Autorennamens wird im Gegensatz zur alten 
Zettelkartei im allgemeinen nur eine RK bendotigt. Prinzipiell brauchen 
diese Karteikarten nicht geordnet zu werden. Lediglich bei mehreren 
tausend Karten ist es zweckmaBig, nach groBen Sachgebieten zu ordnen, 
um beim Sortieren Zeit zu sparen. Der wesentliche Vorteil der RK liegt 
in der Moglichkeit, schnell nach mehreren Gesichtspunkten gleichzeitig 
auszulesen. 

Zwar liegen bereits eine Reihe von Vorschlagen zur Dokumentation 
organischer Verbindungen, Methoden und Reaktionen auf RK vor?-, 
doch fehlt bisher unseres Wissens ein Schliissel fiir physiologisch-che- 
mische Sachverhalte. Von den verschiedenen méglichen Schliisselsy- 
stemen bot sich uns auf Grund folgender Uberlegungen ein direkter 
Schliissel an: 

1. Bei der angestrebten Kombination chemischer und biologischer 
Begriffe stehen jeweils nur eine beschrinkte Anzahl von Léchern zur 
Verfiigung. 

2. Biochemische Publikationen enthalten haiufig mehrere verschie- 
denartige Sachverhalte, die auf einer Karte registriert werden sollen, 
um die RK mit gréBtem Nutzen verwenden zu kénnen. 


1 R.S8. Casey u. J. W. Perry, Punched Cards, Reinhold Publ. New York 
1951. 

2 M. Scheele, Die Lochkartenverfahren in Forschung und Dokumentation 
mit bes. Beriicksichtigung der Biologie. E. Schweizerbart’sche Verlagsbuchhand- 
lung, Stuttgart 1954. 

3 K.N.Campell u. B. K.Campell, Ind. Engng. Chem. 42, 1458 [1950]. 

4 W. Gruber, Angew. Chem. 65, 230 [1953]. 

5 J. E. D. Carwardine, Chem. in Canada 86, 156 [1950]. 
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3. Verschliisselt man indirekt (nach Dezimalklassifikation oder 
anderen Zahlen- oder Buchstabenschliisseln), so kann man oft nur eine 
geringe, jedenfalls kleinere Zahl von Begriffen auf einer Karte regi- 
strieren als nOdtig ist. 

4. Die héhere, in vielen Fallen aber gar nicht erforderliche Spezi- 
fitat des indirekten Schliissels benétigt beim Registrieren, Lochen und 
Sortieren einen gréBeren Arbeitsaufwand, d. h. Anlegen mehrerer Karten 
fir eine Publikation, wesentlich gréBere Anzahl von Lochungen, Be- 
nutzen eines Sortiergerates beim Auslesen. 

Wir verwenden die DIN A 5-Randlochkarte (Nr. 020001) der 
Firma Edler & Krische, Hannover, mit 96 Doppelléchern und gliedern 
unsere Sachverhalte in sechs Gruppen: 














1. anorganische Chemie; 


2. funktionelle Gruppen der organischen Chemie; 
3. biochemisch haufige Verbindung (mit Vorrang vor funktionellen Gruppen 


zu schlitzen !) ; 


4. Reaktionen und Methoden; 


5. biologische Begriffe ; 


6. Anfangsbuchstabe des erstgenannten Autors. 
Die Begriffe werden den Léchern der RK wie folgt zugeordnet: 


Oberer Kartenrand 


innere Lochreihe (i) 


auBere Lochreihe (a) 


l, -——-— ---— 
2. Sc, Y, La..; Ac...; V, Nb, Ta; B, Al, Ga, In, T] 
Zn, Cd, Hg 

3. Ca, Sr, Ba, Ra Be, Mg; Ti, Zr, Hf 

4, Li, Na K, Rb, Cs, Fr 

5. Si; Co Ge, Sn, Pb; Fe, Ni 

6. N Cr, Mo, W; Cu, Ag, Au 
oe As, Sb, Bi; Mn, Tc, Re 
8. S Se, Te, Po; Edelgase; Pt-Gruppe 
9. Cl, F Br, J, At 
10. Autoxydation; Ozonisierung ; O, Oxyde 


O-Perverbindungen 


. Sdure, Anion 


Zwischenmolekulare Krafte, Kom- 
plex- u. Einschlu8verbindungen 


12. -NH,; -NH; Aminoxyde Base; Kation 

13. -CONH, -N=N-; Diazo; -C=N; R-NCO; R-OCN 
14, -COOR;; Lactone; Veresterung Acyl-; Saureanhydride, -azide 

15. -COOH eS es 

16. aliphatisch Kohlenwasserstoffe ; Unverseifb. 
17. aromatisch Verschiedenes 

18. Ringe: 6 und mehr Glieder Ringe: 3—5 Glieder 

19, pac kondensiert —---— 

20. -en, -in Polyen, Polyin 

21. = OH; R-O-R (offene Ather) Poly-OH 

22 R CHO, -Acetale Salze und Oniumverbindungen 

23. TCO, -Acetale; Ketene NH,OH, H,NNH, u. Deriv.; NH, 
24, Einfache Kohlensaure-N-Deriv. Kohlensaure-(auBer N-)Derivate 
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Berichtigung 


In Band 301, Seite 72 [1955], Randlochkartenmuster, fehlt in der oberen 


Ecke links der innere Teil des Autoren-Schliissels. 
Die betreffende Stelle ist so zu erginzen, daB der untenstehende Teilabdruck 


ausgeschnitten iiber die entsprechende Stelle (s. 0.) geklebt wird. 
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Oberer Kartenrand 
innere Lochreihe (i) 
25. -NO,; -NO 


26. Chromo-; Farbstoffe, Farbeme- 
thoden 


A ae 


28. ———— 
29. heterocyclisch (1 Heteroatom) 


Linke Schmalseite: 


innen 
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auBere Lochreihe (a) 


Metallorganische Verbindungen; 
Chinone 


heterocyclisch (2 u. mehr Heteroatome) 


auBen 


A bis E. Dreieckschliissel!»? fiir den Anfangsbuchstaben des erstgenannten Autors 


F bis R. frei 
S. Nagetiere 
T. Pflanzen 


Rechte Schmalseite: 


innen 


bagels 
b) Apparaté; Bezugsquellen; Werk- 
stoffe 
c) Bucher; Litératuriibersicht ; Doku- 
mentation 
d) Konstanten; Einheiten; Teste; 
Normal-Werte; Standardlésg. 
e) Papier, Cellulose 
f) Reinigung; Isolierung; Anreiche- 
rung 
g) Abbau; Spaltung; Offnung 
h) Synthese; prap. Darstellung 
i) IR-Spektren; Raman- 
k) Spektral-; UV-Spektren ; Fluores- 
cenz; Réntgen- 
1) Isotope; Radioaktivitat 
m) Kristallographie; Mineralogie 


n) Magnetochemie; Radikale; Elek- 
tronen 


o) Grenzflachen-, -erscheinungen ; Sorp- 


tion; Katalyse; Flotation; Sprei- 
tung 

p) Transportphinomene; Diffusion ; 
Dialyse; -Phorese; Leitfahigkeit ; 
Permeabilitat 

q) Optik (Interferenz, Mikroskopie) ; 
Akustik ? 

r) Elektro- (-lyse; Polarographie; 
Potentiometrie) 

s) Thermo- (Destillieren; Kristalli- 

sieren; Druck; Vakuum) 

t) Mechanik (Filtrieren; Wagen; Zer- 

kleinern) 


dto. 
Sauger auBer Nager 
Vogel; Kaltbliiter; Fische 


auBen 


Kolloidchemie; TeilchengréBe; Mol.- 
Gew. 

Mathematik (Statistik); Theorie (Kine- 
tik, Rk-Mechanismen usw.) 

Verteilungs-, (Gegenstrom-, Léslich- 
keit, Extraktion) 

Chromatographie 

Tonenaustauscher 


Struktur; Konfiguration 

Lésungsmittel; Trockenmittel 

Solvolyse (Hydrolyse, Verseifung) 

Oxydation; Dehydrierung 

H,; Reduktion; Hydrierung 

Umlagerung; Isomerie; Tautomerie; 
Mesomerie 

Kondensation 


Eliminierung; Decarboxylierung 
Austausch; Substitution 


Acylierung 
Alkylierung; Arylierung 
Addition; Fixation 


Polymerisation; Plaste 
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Unterer Kartenrand 
ry 


innen 


. Intermediarer Stoffwechsel 

31. Hormone, Wuchsstoffe 

32. Hydrolasen 

. Gruppeniibertragende Fermente 
. Desmolasen; alle iibrigen Fer- 


mente 


. Vitamine 
. Pyrrole; Porphyrine; Pyrazole 
. Pterine 


. Nucleotide, -side, -siuren 

. Purine; Pyrimidine; Imidazole 
. Pyridin- u. Derivate 

. Sterine, Steroide 

. Proteine 

. Peptide 

. Aminosaéuren 

. Phosphatide; Cerebroside 

. Lipo-; Neutralfett 

. Fettsiuren 


. Glyko-; Polysaccharide 
. Di- u. Oligosaccharide 

. Monosaccharide 

. Analyse 


2. Oxyséuren 


. Oxosauren 
. Mikroorganismen; Viren; Pilze 


. Immunologie; Serologie 


. Coferment 


Darstellung der einzelnen Vitamine. 
Zusatzlich zum Loch Vitamine (35i) werden gelocht bei Vitamin: 


A: Isoprenderivate (32a) 
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auBen 
Alkaloide 
Terpene; Isoprenderivate 
ZNS, Nerven, Sinnesorgane 
Pharmakologie, Toxikologie 


Milz; Thymus; lymphat. Gew.; RES 

Pankreas 

Haut- u. Anhangsorgane (SchweiB; 
Milch) 

Leber; Galle 

Stiitz- u. Bindegewebe 

Wachstum; Genetik; Erb-; Alter 

Pathologie 

Herz; Kreislauf; GefaBe 

Harn u. Niere; Wasser, -haushalt 

Lunge u. Atmung 

Histologie; Morpholog. Zellelemente 
(Kern) 

Hypophyse 

Nebennieren 

Thyreoidea, Parathyreoidea 

Geschlechtsorgane; Reproduktion ; 
Schwangerschaft 

Antimetabolite; Inhibitoren; Antibio- 
tika 

Blut; Lymphe; Liquor cerebrospinalis 

Intestinum (Speicheldriise); Kot (Aus- 
scheidung); Resorption 

Ernahrung; Diat; Nahrmedien 

tiberleb. Gewebe; Organe in vitro 

Cyclen (z. B. Citronensiurecyclus) 


B,: heterocyclisch (2 u. mehr Heteroatome) (29a) 


B,: Ringe: kondensiert (19i) 

B,: Pyridin u. Derivate (40i) 
Pantothensiure: -CONH, (131) 
B,,:Co (5i) 

Folsiure: Pterine (37) 

C: Reduktion; Hydrierung (1a) 
D: Sterine, Steroide (41i) 

E: verzweigte C-Kette (26a) 

K: Chinone (25a) 


Biotin: Ringe: 6 und mehr Glieder (183). 


Zur weiteren Unterteilung des speziellen Arbeitsgebietes wurden ein 


Drittel der in der Tabelle unbenannten Locher als ,,Privatlécher‘‘ ver- 
wendet, so z. B. fiir Poly-COOH (15a); verzweigte C-Kette (26a). 
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Bei der Auswahl der Begriffe und deren Zuordnung zu den einzelnen 
Léchern folgten wir nicht so sehr systematischen Gesichtspunkten, als 
vielmehr der Haufigkeit einzelner Begriffe und der Erleichterung des 
mechanischen Sortierens. 

Komplexe Sachverhalte werden auf ihre Grundbegriffe zuriickge. 
fiihrt und kénnen durch deren gleichzeitiges Ansprechen dargestellt 
werden. Man spart dadurch Locher ein, kann die Grundbegriffe kombi- 
nieren und durch geeignete Wahl der Kombinationen die Selektivitat 
erhohen. 


Beispiel 1: Papierelektrophorese 
1. Papier (ei) 
2. Elektro- (ri) 
3. Transportphinomene (pi) 
Beispiel 2: Bestimmung von Blut-Calcium in freier und gebun. 
dener Form 
1. Analyse (51 i) 
2. Calcium (3i) 
3. Blut (53a) 
4. Kation (freies Calcium) (12a) 
5. Protein (proteingebundenes Calcium) (42i) 
Falls bei komplexen Sachverhalten verschiedene Méglichkeiten der 
Lochung bestehen, empfiehlt es sich, die einmal gewaihlte Kombination 
in einem ,,Telephonbuch“ festzuhalten. 


Beispiel 3: Cortison: darstellbar durch 
a) Hormon + Steroid 
b) Hormon + Nebenniere 
c) Kombination von a und b 
Beispiel 4: Vitamin C: darstellbar durch 
a) Vitamin + Reduktion 
b) Vitamin + Monosaccharid 
c) Vitamin + Keton 
d) Vitamin + Lacton 
e) Kombination von a bis d 
Prinzipiell ist es nicht ratsam, bei Anlage einer Randlochkartei alle 
MOoglichkeiten der Spezifizierung auszuschépfen. Vielmehr soll die 
Spezifizierung in einem verniinftigen Verhaltnis zu der zu erwartenden 
Kartenzahl des entsprechenden Oberbegriffes stehen; denn etwa 50 Kar- 
ten kénnen noch bequem manuell durchgesehen werden. Ergibt sich 
spater die Notwendigkeit, weiter zu differenzieren, so kann das leicht 
durch zusiatzliches Schlitzen nachgeholt werden. 
Zum Beispiel kann man die Aminosiuren zunichst mittels_,,ali- 
phatisch“, ,,aromatisch“ oder ,,heterocyclisch“’ und dann noch weiter 
durch die entsprechenden funktionellen Gruppen unterteilen. 


Beispiel 5: Serin. 
1. Aminosiure 
2. aliphatisch 
3. OH-Gruppe 
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Die bereits nach der Wirkung gruppierten Fermente werden bei der 
weiteren Unterteilung durch das zugehérige Substrat angesprochen, das 
nun seinerseits genauer festgelegt werden kann: 


Beispiel 6: Transaminase. 


1. Gruppeniibertragendes Ferment 
2. Ketosaéure 
3. Aminosaure 


Um das Aufsuchen der zu registrierenden Sachverhalte zu beschleu- 
nigen, wurde eine Schablone entwickelt, von der die Abbildung eine 
Verkleinerung* wiedergibt. Dazu wird die RK auf den ausgesparten 
Raum der Vorlage gelegt und die entsprechenden Lécher angezeichnet. 

Bei Verwendung des obigen Schliissels geniigen zum Sortieren ge- 
schiftete Nadeln, ein Sortiergerat ist unseres Erachtens nicht notwendig. 
Beim Aussortieren ist zu beachten, daB man bei Verwendung einer 
Nadel am besten den Begriff zuerst anspricht, der seltener zu erwarten 
ist, um den groBen KartenstoB rasch zu reduzieren. Aus dem gleichen 
Grunde wird beim Arbeiten mit mehreren Nadeln oder Sortiergerit 
zuerst an dem Kartenrand sortiert, der die schnellste Verringerung des 
KartenstoBes verspricht. 

Nach dem vorliegenden Vorschlag wurden bisher rund 10 000 Ar- 
beiten registriert. Der von Chemikern und Medizinern in einjahriger Er- 
probung erarbeitete Schliissel hat sich beim Einordnen und Auffinden 
der Literatur verschiedener biochemischer Arbeitsgebiete bewahrt. 


Zusammenfassung 


Es wird ein direkter Schliissel fiir eine physiologisch-chemische 
Literaturkartei auf Randlochkarten mitgeteilt, der sich in mehr als ein- 
jahriger Erprobung als brauchbar erwiesen hat. 


Summary 


Information is presented concerning a direct coding-system for 
use in the classification of physiological-chemical literature on punch 
cards. The method has been found to be satisfactory in trials over 
a period of more than one year. 


* Vorstehender Aufsatz mit dem Lochkartenmuster in OriginalgréBe 
(49,2 x 39,5) ist zum Preis von DM. 2.50 gesondert erhiiltlich. 
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Die Hydrolyse des cholinergischen Honigwirkstoffes 
und anderer Cholinester mittels Cholinesterasen 
und deren Hemmung im Honig 
Von 
Stefan Goldschmidt und Hans Burkert 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1955) 


Von Koch und Baumgarten sowie anderen Autoren! ist ein 
cholinergischer Faktor im Bienenhonig nachgewiesen worden, der auf 
Grund der Versuche von Marquardt und Vogg? als Acetylcholin an. 
zusprechen ist. Wir gingen grundsitzlich einen anderen Weg als die 
genannten Autoren; iiber diese Ergebnisse wurde bereits kurz berichtet’, 
Wir stellten fest, daB sich hinsichtlich des Hydrolysenverlaufes in 
Gegenwart von Cholinesterase* aus Pferdeserum der im Honig vor. 
kommende Wirkstoff identisch verhalt wie Acetylcholin, das in- 
aktiviertem Honig zugesetzt ist. Die sich daraus ergebende Folgerung, 
daB es sich beim Honigwirkstoff um Acetylcholin handelt, war durch 
den Nachweis zu erharten, daB die Kinetik des beobachteten Hydro- 
lysenverlaufes fiir das Acetylcholin zutrifft, dagegen aber die homo- 
logen Ester des Cholins unter den gleichen Bedingungen verschiedene 
enzymatische Hydrolysengeschwindigkeiten besitzen. 

Es wurde deshalb die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Formyl- 
und Propionylcholin durch Cholinesterasen mit der des cholinergischen 
Faktors im Honig verglichen. 


I. Hydrolyse von Acylcholinen in inaktiviertem Honig 
mit Cholinesterase 


Methodik 


Fir alle Versuche ging man von inaktiviertem Honig* aus, dem zum Vergleich 
verschiedene Acylcholine zugesetzt wurden. Deren Menge war jeweils so bemessen, 


1 E. Koch, Med. Mschr. 8, 345 [1949]; Arztl. Forsch. 4, 157 [1950]; F. Baum- 
garten u. E. Koch, ebenda 4, 413 [1950]. 

2 a) P. Marquardt u.G. Vogg, Arzneimittel-Forsch. 2, 152 [1952]; b) ebenda 
5, 205 [1952]. 

3 St. Goldschmidt, H. Burkert, E. Helmreich u. H. Gramss, Z. Natur- 
forsch. 7b, 365 [1952]. 

4 Die Bezeichnungen ,,Cholinesterase‘‘ (ChE) (Serum) fiir die unspezi- 
fische oder Pseudo-Cholinesterase und ,,Acetylcholinesterase“ (AChE) (Ery- 
throcyten) fiir die spezifische oder wahre Cholinesterase nach dem Vorschlag von 
K. B. Augustinsson und D. Nachmansohn, Science [New York] 110, 98 [1948], 
werden beibehalten. 

* Wir verwendeten fiir alle Versuche einen Blatthonig, der 2,5 y Acetyl- 
cholin/g enthielt. S. auch S. 79. 
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daB ihre cholinergische Wirkung der eines normalen Blatthonigs (2,5 y Acetyl- 
cholin/g) entsprach. 

Die Austestung erfolgte am Blutegelriickenmuskelpriparat®. Sie ergab 
folgende Wirkungsverhiltnisse : 

Formylcholin: Acetylcholin = 1:15 
Propionylcholin: Acetylcholin = 1:37 

Cholinesterase (ChE): Zum Vergleich wurden jeweils folgende Lésungen 
verwendet : 

A) 18 ccm Honiglésung (50-proz.) und 2 com Serum (ChE). B) wie A) nur 2 ccm 
Wasser statt Serum. €) wie A), nur inaktivierte Honiglésung (50-proz.) + xy Acyl- 
cholin. D) wie C), 2 ceom Wasser statt Serum. 

Die Lésungen A)—D) wurden auf gleichen pq eingestellt. Verglichen wurden 
jeweils die Lésungen A) gegen B) und C) gegen D). 

Acetylcholinesterase (AChE): Alle Loésungen A’—D’ entsprachen 
A—D, setzten sich jedoch zusammen aus 19 ccm Honiglésung bzw. inaktivierter 
Honiglésung + 1 com AChE-Lésung statt 18 com + 2 ccm Serum. 

Samtliche Lésungen zeigten vor Hydrolysenbeginn die gleiche Wirkung am 
Blutegelriickenmuskel (= 100 %). Vor jeder Testung wurde, wie in den friiheren 
Versuchen, zur Sensibilisierung Physostigmin hinzugegeben*. Proben von A) 
bzw. C) wurden zu gewiinschten Zeiten nach der Serumzugabe entnommen und 
gegen die Honiglésungen B) und D) getestet. Das Volumen der entnommenen 
Proben [A) bzw. D)] wurde so lange variiert, bis iare Wirkung der der Vergleichs- 
lésung entsprach (abgelesen an der maximalen Kontraktion des Muskels). Daraus 
wurde die Wirkungsabnahme der Hydrolysenlésungen berechnet. Zur Verein- 
fachung werden bei allen folgenden Hydrolysen nur mehr die Wirkung der Hydro- 
lysenlésungen in % aufgefiihrt. 

Inaktivierung des Honigs: Die Inaktivierung des Honigs erfolgte dadurch, 
da8 dessen Lésung durch einen Kationenaustauscher, Amberlite IRC 50 (Na-Salz) 
geschickt wurde, Die so inaktivierten Lésungen waren am Blutegelpraparat 
wirkungslos, also frei von cholinergischen Wirkstoffen. 


Ergebnisse 


Kine vergleichende Messung der Hydrolysengeschwindigkeit von 
Honig- Wirkstoff (Acetylcholin), Formylcholin und Propionyl- 
cholin zeigt, da8 Formylcholin bedeutend langsamer durch die Cho- 
linesterase verseift wird als Acetylcholin. Zwischen Propionylcholin 
und dem Honigwirkstoff besteht ebenfalls ein markanter Unterschied, 
aber Propionylcholin wird bedeutend rascher verseift als Acetylcholin 
(Tab. 1). 

Beide Befunde entsprechen den Versuchsergebnissen verschiedener 
Autoren®, denen zufolge die Hydrolysengeschwindigkeit von Cholin- 


5 H. Burkert, Dipl.-Arbeit, Techn. Hochschule Miinchen, 1952. 

6 J. W. le Heux, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 190, 280 [192i] 
sowie KE. Wertheimer u. H. Paffrath, ebenda 207, 254 [1925], fanden am Diinn- 
darm von Warmbliitern ein Verhaltnis von 1:10 bzw. 1:20. 

7 Nach E. Pfankuch (in J. Houben, Fortschr. d. Heilstoffchemie, 2. Abt., 
Bd. 1, S. 1130 [1930]) ist das Verhaltnis 1:10, nach Le Heux 1. c.*) 1:3. 

8 KE. Kahane u. J. Levy, Bull. Soc. Chim. biol. 19, 976 [1937]. 

® A.J. Ewins, Biochem. J. 8, 368 [1914]; E.Stedman, E. Stedman u. 
L. H. Easson, ebenda 26, 2056 [1932]; A. Simonart, Rev. belge sci. méd. 8, 757 
[1931]; 5, 73 [1933]; L. H. Easson u. E. Stedman, Proc. Roy. Soc. [London], 
Ser. B 121, 142 [1936]; L. M. Sturge u. V. P. Whittaker, Biochem. J. 47, 518 
[1950]. 
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Tab. 1. Vergleich der Geschwindigkeiten der Hydrolyse durch Cholinesterase, 
gemessen an der Wirkung auf den Blutegelriickenmuskel. 

















Test- Zeit Wirkun 
Substrat lésung (Stdn.) in% . PH 
A—-B 1 83 
1"/, 75 
2 70 4,3 
3 61 
41/, 55 
) 51/4 50 
Formylcholin 340 » 
c—-D 1 90 
2 86 
3 80 4,3 
4}/, 76 
51/4 73 
A—>B 1 85 
Da aS 
21/5 78 4,0 
31/. 74 
41/, 70 
Propionylcholin 70 y CoD 77 ne 
l 75 
2 66 4,0 
3 60 
4}/, 53 














estern durch ChE nach folgender Reihe abfallt: 
n-Butyrylcholin >-Propionylcholin > Acetylcholin > Formylcholin. 


Da sich in der Verseifungsgeschwindigkeit der cholinergische Faktor 
des Honigs zwischen Formyl- und Propionylcholin einfiigt, muB es sich 
also bei dem Wirkstoff des Honigs um Acetylcholin handeln!®. 


II. Hydrolyse von Acylcholinen in inaktiviertem Honig mit 
Acetylcholinesterase 


Zur Priifung unserer SchluBfolgerung aus den Versuchen mit Cholin- 
esterase haben wir die Hydrolyse des cholinergischen Faktors des 
Honigs auch durch die spezifische Acetylcholinesterase (AChE) aus Ery- 
throcyten untersucht. AChE hydrolysiert von allen Cholinestern das 
Acetylcholin am schnellsten". Methodik der Messungen wie unter I. 

Bei gegebenem px wird der Honigwirkstoff stets mit derselben 
Geschwindigkeit verseift wie Acetylcholin, wahrend die Verseifung 
von Formyl- und Propionylcholin bedeutend langsamer erfolgt (Tab. 2). 


10 Die Versuche, die mit Pferdeserum durchgefiihrt waren, wurden spater 
nochmals mit gereinigter Cholinesterase (dargestellt nach E.Stedman u. E. Sted- 
man, Biochem. J. 29, 2563 [1935]) wiederholt, ohne daB sich dabei bemerkenswerte 


Unterschiede gezeigt haben. 
11 L, A. Mounter u. V. P. Wittaker, Biochem. J. 47, 525 [1950]. 
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Tab. 2. Vergleich der Geschwindigkeiten der Hydrolyse durch Acetylcholin- 


esterase, gemessen an der Wirkung auf den Blutegelriickenmuskel. 























Test- Zeit Wirkung 
Substrat lésung (Stdn.) in% PH 
A’— B’ 1 91 
2 87 
und 3 84 4,5 
4 82 
C’— D’ 5 81 
Acetylcholin 10 
A’— B’ 1 85 
2 80 4,9 
und 3 74 
C’> D’ 4 73 
A’ B’ 1 78 
2 65 5,5 
3 56 
4 51 
Formylcholin 140 y 
C’— D’ 1 85 
2 77 5,5 
3 70 
4 70 
A’ B’ 1 78 
2 66 5,3 
3 60 
+ 54 
Propionylcholin 28 y CoD’ , 38 
2 79 
3 73 5,3 
4 68 














Die Identitaét von Honigwirkstoff und Acetylcholin folgt daher 
zwingend aus unseren Ergebnissen wie auch aus friiheren Versuchen von 
Marquardt und Vogg?. 


III. Bestimmung von Acetylcholin und Cholin™® 
in Zuckerwasserhonig 


Im normalen Honig ist neben Acetylcholin auch Cholin enthalten, 
z.B. 2,5 mg Acetylcholin und 60 mg Cholin/kg in unserem Blatthonig. 
Um iiber die Herkunft dieser Wirkstoffe Aussagen machen zu kénnen, 
stellten wir in einem Zuckerwasserhonig, der nur durch Verfiitterung von 
Rohrzucker im Winter entstanden war, den Gehalt an Acetylcholin 
(1,25 mg/kg) und Cholin (12,5 mg/kg) fest. Daraus ergibt sich, daB zu- 


12 Wir konnten die Versuche von Marquardt und Vogg?> bestatigen, 
nur verwendeten wir als Austauscherharz Amberlite IRC 50. Das Cholin wurde mit 
dem Reagens nach V1]. Stanek, diese Z. 46, 283 [1905], als rotbraunes Ennea- 
jodid nachgewiesen. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 301 6 





82 Stefan Goldschmidt und Hans Burkert, Bd. 301 (1955) 


mindest der gréBte Teil dieser Verbindungen nicht mit dem Nektar ein. 
getragen wird, sondern aus dem Korper der Biene selbst stammt!. 


IV. Hemmfaktoren der Cholin- und Acetylcholinesterase 
im Honig 


Marquardt" hat die relativ hohe Stabilitat des Acetylcholins im 
Honig untersucht und darauf hingewiesen, daB die Ursache der Stabili. 
tit des Acetylcholins im Uberschu8 des vorhandenen Cholins begriindet 
sei*. 

Wir haben die Stabilitét des Acetylcholins im Honig sowie in ancleren 
Substraten bei der enzymatischen Hydrolyse verglichen und kamen 
dabei zu folgenden Ergebnissen : 


a) Abhangigkeit vom py-Wert 

Hydrolysenversuche von Honig und wabrigen Acetylcholinlésungen 
mit ChE ergaben in der Tat, daB die Hydrolyse des Acetylcholins im 
Honig stark gehemmt wird. Unter vergleichbaren Bedingungen war z. B. 
in einer waBrigen Acetylcholinldsung nach 5 Min. kein Acetylcholin 
mehr nachweisbar, wahrend in einer waiBbrigen Honiglésung sich noch 
nach 4 Stdn. 75% unveriandertes Acetylcholin vorfand. 


Anfanglich glaubten wir, daf die Hemmwirkung im anorganischen 
Anteil des Honigs zu suchen sei, da bekannt ist, daB Schwermetall. 
ionen auf Esterasen hemmend wirken (Blockierung der SH-Gruppen). 
Wie sich bald zeigte, ist dies nicht der Fall. Dagegen ist der px einer ver. 
wendeten Honiglésung von betriachtlichem EinfluB auf die GréBe der 
Hemmwirkung (Abb. 1). Mit steigendem py nimmt die Hemmwirkung ab, 
bzw. die Hydrolysengeschwindigkeit zu. 

Zum Beispiel betragt die Acetylcholinabnahme unter vergleichbaren 
Bedingungen bei px 4** etwa 10%, bei pu 4,6 dagegen bereits 95%". 

Ware der pu-Wert der allein ausschlaggebende Faktor, der die Hy- 
drolysengeschwindigkeiten von Acetylcholin [im Honig und waBrigen 
Substraten bestimmt, so sollten sich Honig- und Pufferlésungen von 
gleichem pu, die AChE enthalten, vollkommen gleichen. Dies ist jedoch 


13 Diese Folgerung steht mit Angaben von W. Neumann u. E. Haber- 
mann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 212, 163 [1950), 
in voller Ubereinstimmung. 

14 P. Marquardt u. G. Vogg, Biochem. Z. 323, 309 [1952]. 

1 PD, Nachmansohn u. E. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 21, 797 [1939]; 
L. Massart u. R. Dufait, Enzymologia [Den Haag] 6, 282 [1939]. 

16 Das Optimum der Geschwindigkeit liegt nach L. H. Easson und E. Sted- 
man® und nach E. Werle und H. Uebelmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 189, 421 [1938], bei py 8,0—8,5. 

* Eine Reihe von Versuchen gab den Hinweis, daB die cholinergische Wirkung 
unseres Blatthonigs auf die Dauer langsam abnimmt. Es schien daher notwendig, 
vor Beginn jeder Versuchsreihe die cholinergische Wirkung des eingesetzten 
Honigs zu bestimmen und die Vergleichslésungen entsprechend einzustellen. 

** Kinstellung mit Na-Acetatpuffer py 3,98. 
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nicht der Fall (Abb. 1), also miissen im Honig noch andere Hemm- 
faktoren enthalten sein. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Hydrolysengeschwindigkeit des Acetylcholins in Abhangigkeit vom py. 
Hydrolysenzeit t = 1 Stde. 
Lésungen: o—-o Jeweils 18 com Pufferlésung* von wechselndem pq, 9 y Acetyl- 
cholin und 2cem ChE; A Honiglésung wie A); e Vergorener Honig** 18 ccm 
50-proz. u. 2 ccm ChE. 


* Hergestellt durch Verdiinnen von n/10-Acetatpuffer (py 3,98) mit Wasser bzw. Serum. 


** Der Honig wurde mit Hefe vergoren. Um die Zucker méglichst vollkommen zu entfernen, 
wurde wihrend der Girung des éfteren der Alkohol im Vakuum abgedampft. Dieser Honig enthielt 
noch etwa 4% feste Bestandteile (Trockensubstanzbestimmung). 


Abb. 2. Abhangigkeit der Hydrolysengeschwindigkeit von der Acetylcholin- 
konzentration. Kurven 1—4 jeweils C— D (s.8. 79) und Zusatz von 1,4 y (1), 
2,0 y (2), 2,5 y (3), und 100 y (4) ACh pro g Honig. 


b) Abhangigkeit der Hydrolysengeschwindigkeit von der 
Acetylcholinmenge 


Wir konnten gelegentlich feststellen, da& bei verminderter Acetyl- 
cholinzugabe zu inaktiviertem Honig eine Verlangsamung der Hydro- 
lysengeschwindigkeit eintrat, eine Beobachtung, die wir genauer unter- 
sucht haben (Abb. 2). 

Es besteht also eine reale Beziehung zwischen der Acetylcholin- 
konzentration und der Hydrolysengeschwindigkeit, und zwar nimmt 
die Hydrolysengeschwindigkeit ab bei Erniedrigung der Ace- 
tylcholinkonzentration”. 


17 Nach Makroversuchen von H. Schaefer, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 
Menschen Tiere 249, 405 [1947], und K. B. Augustinsson, N. Datta, M. Grahn 
u. J. Zajicek, Nature [London] 169, 800 [1952], erreicht die Hydrolysen- 
geschwindigkeit ein Maximum bei einer Acetylcholinkonzentration von 3- 10% m. 
und nimmt nach beiden Seiten ab. 

6* 
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c) Hemmwirkung im vergorenen und unvergorenen Honig 


Wir stellten Lésungen her, welche qualitativ und quantitativ die. 
selben Substanzen enthielten (Zucker, Acetylcholin und Cholin), wie ver. 
gorener oder unvergorener Honig, um auf diese Weise die Hemmwirkung 
einzelner Honiginhaltsstoffe zu ermitteln* (Abb. 3 und 4). 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 3. Hemmwirkung im vergorenen Honig. 
5) 18 ccm vergorener Honig und 2 cem ChE. 
Alle weiteren Lésungen enthalten jeweils 
14 ccm Pufferlésung (0,1-n.Acetatpuffer) (entspr. der Pufferkapazitat des 


vergorenen Honigs), 
10y  Acetylcholin in 4 ccm Wasser und 2 ccm ChE 
und einen Zusatz von: 
6) ohne, 
7) 750 y Cholin (3-fache Menge wie im Honig), 
8) 1,5g Glucose (entspr. dem Gehalt des vergorenen Honigs). 
pu-Wert bei allen Versuchen: 4,05. 


Abb. 4. Hemmwirkung im unvergorenen Honig. 

9) 10g Honig und 2 cem ChE auf 20 cem mit Wasser aufgefiillt. 

Alle weiteren Lésungen enthielten: 
2 ccm Puffer, 10 y Acetylcholin, 2 ccm ChE und wechselnde Zusiitze, je- 

weils auf 20 ccm mit Wasser aufgefiillt. 
Zusatze: 

10) ohne, 

11) 1 mg Cholin (4fache Menge wie im Honig), 

12) 8g Glucose, 

13) 8g Glucose, Fructose bzw. Invertzucker und 1 mg Cholin, 

14) 8g Glucose, 1 mg Cholin und 60 mg anorganischen Honigriickstand. 
Py-Wert in allen Lésungen 5,00. 


* In dem vergorenen Honig war der urspriingliche Zuckergehalt bis auf etwa 
15% erniedrigt. 


ae, ee ee ee ee ee ee 








Bd. 301 (1955) Die Hydrolyse des cholinergischen Honigwirkstoffes 85 


Ein Zusatz von Cholin veraindert praktisch die Bestaindigkeit des 
Acetylcholins nicht (z. B. Abb. 3, Kurven 6 u. 7; Abb. 4, Kurven 10 
u. 11). Stabilisierend wirken, wenn auch in geringem Umfang, Zusatze 
yon Zuckern zu Acetylcholinlésungen (Abb. 3, Kurven 6 und 8, Abb. 4, 
Kurven 10, 12 u. 13), wobei praktisch kein Unterschied zwischen Glucose, 
Fructose und Invertzucker besteht. Auch ein Zusatz der anorganischen 
Bestandteile des Honigs ist wirkungslos. Dagegen bleibt im unvergorenen 
Honig immer noch eine betrachtliche Hemmwirkung bestehen (Abb. 4, 
Kurve 9. gegen 10—14), die an Hand der bisherigen Versuche nicht zu 
erklaren ist, d. h. daB im Honig Stoffe vorhanden sein miissen, auf die 
die erhdhte Hemmwirkung zuriickzufiihren ist und die bei der Verga- 
rung offenbar zerst6rt werden*. 

d) Wirkungsabnahme eines Honigs und eines im Handel 
befindlichen injizierbaren Honigpraparates 

Es fiel uns auf, daB der von uns benutzte Honig, obwohl er ein pu 
von 4 beibehielt, im Laufe der Zeit betrichtlich an Wirkung verlor. 

Eigene Versuche zeigten, da auch in Honig oder Honiglosungen 
das Acetylcholin nicht unbeschrankt haltbar ist, sondern im Verlauf der 
Zeit einer mehr oder minder starken Hydrolyse unterliegt (Abnahme bei 
Zimmertemp.: Honig nach 17 Mon. 66%, nach 35 Mon. 70%. — Han- 
delshonigpraiparat nach 9 Mon. 28%, nach 20 Mon. 40%). 


V. Ermittlung der im Honig vorhandenen Sauren 


Nach Nelson und Mottern® sollen in den verschiedenen Honig- 
sorten Ameisensdure und Essigsaure (0,011—0,051%) sowie Ci- 
tronen-, Apfel- und Bernsteinsaure in wechselnden Mengen vorhanden 
sein. Wir priiften erst, ob diese Séuren in dem von uns benutzten Honig 
vorkommen und wahlten zur Trennung und Identitifizierung die Pa- 
pierchromatographie!®. 

a) Chromatographie der Saiuren 

1. Vergorener Honig: In Chromatogrammen des _ vergorenen 
Honigs lieB sich selbst bei Auftragung gréBter Mengen nur eine Saure 
erkennen (Ry-Wert 0,51, ermittelt aus 15 Bestimmungen), die mit 
Ameisen- bzw. Essigsiure identisch lief (Ry-Ameisensiure 0,50, Ry- 
Essigsiure 0,52). Mit ammoniakalischer Silbernitratlésung zeigte sich 
keine Reaktion; die im vergorenen Honig vorliegende Saure diirfte also 
ausschlieBlich Essigsaure sein. 

2. Natiirlicher Honig: Der hohe Zuckergehalt des Honigs stort 
die Papierchromatographie der Honig-Sauren. Wir extrahierten deshalb 
aus 500 g Honig die Séuren ersch6pfend mit Ather. Nach Eindunsten des 


*) Diese Versuche wurden auch mit AChE durchgefiihrt, es zeigte sich kein 
unterschiedliches Verhalten beider Esterasen. 
18 KE. K. Nelson u. H.H.Mottern, Ind. Engng. Chem. 28, 335 [1931]. 
19 A.G. Long, J. R. Quayle u. R.J.Stedman, J. chem. Soc. [London] 
1951, 2197. 
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Athers wurde der Riickstand in wenig Wasser gelést, ein Teil davon mit 
Ammoniak alkalisch gemacht und direkt chromatographiert (A). Aus 
dem gréBeren Teil wurden nach Neutralisation die Blei-Salze mit Hlei- 
acetat gefallt, abfiltriert und mit Schwefelwasserstoff wieder zeriegt. 
Die Lésung der freien Séuren wurde stark eingeengt und mit Ammoniak 
neutralisiert; die Ammoniumsalze wurden chromatographiert (B). 

Im ungereinigten Extrakt (A) konnten wir 4 Sauren identi- 
fizieren: 

1. Ry 0,52, identisch mit Essigsiure (Ameisensiure Ry 0,50), 
keine Reaktion mit ammoniakalischer Silbernitrat- 
losung. 

2. Ry 0,11, identisch mit Citronensidure. 

3. Ry 0,25, identisch mit Apfelsiure (Malon- und Weinsiure 
[Ry 0,26 bzw. 0,19)] zeigten deutliche Unterschiede). 

4. Ry 0,31, identisch mit Maleinsaure, evtl. auch mit Bernstein. 
sdure (Ry 0,29). 7 

Im gereinigten Extrakt (B) konnten wir ebenfalls 4 Saiuren 
nachweisen, d. h. Essig-, Citronen- und Apfelsiure, wahrend die Saure 
vom Ry-Wert = 0,31 fehlte. Dafiir trat ein neuer, etwas schneller lau- 
fender Fleck vom Ry 0,37 auf. 

Bei Entwicklung der Chromatogramme mit KMnO,/H,SO, traten 
die Flecken von Ry 0,31 und 0,37 sofort hervor, wahrend die von 
Citronen- und Apfelsiure erst nach langerer Einwirkung oder nach 
schwachem Erwarmen sichtbar wurden. 


b) Identifizierung von Citronen- und Apfelsaure 


Beide Saéuren sind nebeneinander schwer nachweisbar. Wir trennten 
die Bariumsalze der beiden Séiuren nach Muttelet®® durch fraktionierte 
Alkoholfallung, da Malat erst mit 70-proz. Alkohol gefallt wird, waihrend 
Citrat schon in 50-proz. Alkohol ausfillt. Die Citronenséure wurde 
nach Griebel® durch Oxydation mit Permanganat zu Aceton und 
dessen Nachweis mit p-Nitrophenylhydrazin identifiziert. Die Apfel- 
siure wurde in gleicher Weise in Acetaldehyd bzw. dessen p-Nitro- 
phenylhydrazon ibergefiihrt. Sie ergab auBerdem mit Schwefelsdure/ 
Resorcin die charakteristische blaue Fluorescenz. 

c) Unbekannte Sauren 

Die Siure vom Ry-Wert 0,31 erwies sich als Maleinsadure. Bei der 
fraktionierten Kristallisation des Atherextraktes aus Honig konnten 
kleine Prismen isoliert werden, die Permanganat sofort entfarbten und 
bei vorsichtigem Erhitzen bei 129—130° schmolzen. Der Mischschmelz- 
punkt mit Maleinséure blieb unverindert. Bei schnellem Erhitzen trat 
bei 210° Sublimation ein. Die dabei entstandenen Kristallnadeln lieBen 


20 F. Muttelet, Ann. Falsifikat. Fraudes 15, 196 [1952] (aus G. Klein, 
Handb. d. Pflanzenanalyse II. Bd. 1. Tl. 471 [1932)). 

21 C.Griebel u. F. Weiss, Z. Unters. Nahrungs- u. GennBmittel 56, 158 
[1928]. 
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sich durch Schmelzpunkt (290°, Einschmelzrohre) und den Ry-Wert von 
0,37 sowie durch Entfairbung von Permanganat als Fumarsaure cha- 
rakterisieren. 

Die Maleinsaure ist offenbar bei der Zersetzung der Bleisalze in 
Fumarsdéure umgelagert worden, wie bereits bekannt ist®*. In dem von 
uns untersuchten Honig ist also einwandfrei neben den bisher bekannten 
Siuren Maleinsaure enthalten. 


VI. Testung der im Honig vorhandenen Séuren auf ihre 
Hemmwirkung gegeniiber Cholinesterasen 


Nach neueren Literaturangaben!*?3 wirken Citronen-, Malein- und 
Apfelsiture hemmend auf die Cholinesterasen. Es war deshalb wichtig, 
die Konzentrationen dieser Sauren im Honig zu ermitteln. 

Wir bestimmten erst die Gesamtséuremenge im Atherauszug, 
die wir auf Carboxylgruppen umrechneten (110,5 mg COOH/100 g Honig 
entspr. 0,11%). Auf Grund der FleckengréBen der Chromatogramme 
nehmen die Mengen der einzelnen Sauren wie folgt ab: 


Essigsiure > Maleinsiure > Citronensdure > Apfelsiure. 


a) Testung der Hemmwirkung des Honig-Ather-Extrak- 
tes auf ChE: Um festzustellen, ob die unbekannten Stoffe, welche die 
Hemmung der ChE bedingen, im Ather-Extrakt vorliegen, wurde dem 
,synthet. Honig“ (Invertzucker, Acetylcholin und Cholin; Mengen- 
verhiltnisse wie im natiirlichen Honig) eine entspr. Menge Ather-Extrakt 
zugegeben und hinsichtlich der Hydrolysengeschwindigkeit gegen nor- 
malen Bienenhonig getestet. Dabei ergab sich, daB das Acetylcholin mit 
vollkommen gleicher Geschwindigkeit hydrolysiert wird (Abnahme: 
1. Stde. 40%, 2. Stde. 55%, 3. Stde. 70%). 

b) Testung der Hemmwirkung der einzelnen Sauren: 
Da eine genaue analytische Bestimmung der einzelnen Saéuren des Honigs 
unméglich war, priiften wir ein Gemisch, in welchem alle 4 Saéuren in 
iquivalenten Mengen enthalten waren. Auch hier ergab sich védllige 
Identitaét der beiden Hydrolysenkurven. Daraus folgt, daB die bisher 
ungeklarte Differenz in den Hydrolysengeschwindigkeiten von Acetyl- 
cholin im normalen Bienenhonig und in unserem synthetischen Honig 
bedingt ist durch die im Honig vorhandenen organischen Sauren. 

Wir untersuchten ferner, welche der Sauren vor allem fiir die 
Hemmwirkung verantwortlich gemacht werden kann. Dem ,,syntheti- 
schen Honig*‘ wurde deshalb jeweils eine der 4 Saéuren zugegeben, in 
einer Menge, die einem Gehalt von 0,11% COOH-Gruppen im Honig 
entspricht. 

Die Maleinséure hemmt also nach Abb.5 die Hydrolyse am 
stirksten. Daher darf Maleinsiure als Hauptursache fiir die Hemmung 
der Cholinesterasen im Honig angesehen werden. 


22 Zd. H.Skraup, Mh. Chem. 12, 133 [1891]. 
23 L. Massarat u. R. Dufait, Bull. Soc. Chim. biol. 21, 1039 [1939]. 
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Die Hemmwirkung der Citronensiure auf die Cholinesterasen ist 
bereits friiher von Massarat und Dufait”* beschrieben worden, die der 
Maleinséure von Nachmansohn und Lederer}5. 
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Abb. 5. Hemmwirkung verschiedener Sauren. 


1) 19 ccm .Honiglésg. (50-proz.) und 1 cem ChE 
2) 20 ccm Lésung enthaltend: 

8 g Invertzucker a) 2ccm n/10 Acetatpuffer 
6,25 y Acetylcholin bzw. 


1,0 mg Cholin b) 16 mg Apfelsaure Aquivalente 


1 ccm ChE c) 17 mg Citronensaure Mengen 


pu-Wert bei allen Versuchen: 5,3. d) 14mg Maleinsaure 


Beschreibung der Versuche 


. Papierchromatographie der Saiuren: Die Sauren wurden aufsteigend in 
Athanol-konz. Ammoniak-Wasser 80/4/16 auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043B 
chromatographiert. Entwickelt wurde mit Bromthylmolblau (40 mg/100 ccm Alko- 
hol), das mit wenigen Tropfen NaOH auf py 10 gebracht war. Die Flecken treten 
gelb auf griinem Untergrund hervor. Laufzeiten 10—24 Stdn. 


Extraktion der Sauren im Honig: Die Séureextraktion erfolgte im K ut- 
scher-Steudel-Apparat mit Ather, der zweimal destilliert war und papierchro- 
matographisch keine nachweisbaren Mengen an organischen Sauren enthielt. Extra- 
hiert wurden jeweils 500 g Honig als 50-proz. waBrige Lésung, die mit Schwefel- 
siure angesduert war. Dauer der Extraktion 75 Stdn. Der Ather wurde vorsichtig 
abgedampft und der Riickstand in wenig Wasser geliést. Der Extrakt enthielt 
neben den Sauren noch erhebliche Mengen w-Oxymethylfurfurol. 


. . Reinigung der Sauren iiber die Bleisalze: Die waBrige Liésung des 
Atherriickstandes wurde mit verd. Natronlauge genau neutralisiert, die Sauren mit 
einem Uberschu8 von Bleiacetat gefallt, der weiBe Niederschlag nach einigen Stun- 
den abfiltriert, gewaschen und in Wasser suspendiert. Durch Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff und mehrmaliges Aufkochen wurde das Saéuregemisch in Freiheit ge- 
setzt, das Bleisulfid abfiltriert, das Filtrat im Vakuum stark eingeengt und mit 
Wasser auf das gewiinschte Volumen gebracht. 
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Zusammenfassung 


Der Hydrolysenverlauf von Cholinestern und des cholinergischen 
Faktors im Bienenhonig wurde mit Hilfe von Cholinesterasen verglichen. 
Dadurch wurde bewiesen, daB der in verschiedenen Honigsorten in 
wechselnder Menge vorhandene cholinergische Faktor in Ubereinstim- 
mung mit den Versuchen von Marquardt und Vogg aus Acetyl- 
cholin besteht. Der cholinergische Faktor und Acetylcholin zeigen 
vollig identischen Hydrolysenverlauf, wihrend andere Cholinester erheb- 
liche Unterschiede aufweisen. 

Die Acetylcholinmenge betrug in dem von uns untersuchten Blatt- 
honig 2,5 mg, die des Cholins etwa 60 mg/kg Honig. Der Gehalt an 
ersterem nimmt auch bei pu 3,9—4,0 standig ab (in drei Jahren etwa 


Die Hydrolyse des Acetylcholins in einer Honiglésung wird gegen- 
iiber der einer reinen waBrigen Acetylcholinlésung gleicher Konzen- 
tration weitgehend gehemmt. Die Hemmwirkung des Honigs bei einem 
bestimmten pu beruht auf den vorhandenen organischen Sauren, ins- 
besondere der Maleinsadure, die am starksten hemmt. Von EinfluB auf 
die Hemmwirkung ist ferner auch der py-Wert des Substrates, der beim 
Honig im allgemeinen um 4 liegt (gréBte Stabilitat des Acetylcholins). 
Kine geringe Hemmwirkung iibt auch der im Honig vorhandene Zucker 
aus. Cholin entbehrt praktisch jeden Einflusses auf die Hemmwirkung. 


Summary 


The course of the hydrolysis of choline esters and of the cholinergic 
factor in honey from bees was compared by the use of choline esterases. 
In agreement with the work of Marquardt and Vogg the cholinergic 
factor present in varying amounts in different types of honey consists 
of acetylcholine. The hydrolysis of the cholinergic factor proceeds in 
a manner completely identical to that of acetylcholine while other 
choline esters exhibit marked differences. 

The proportion of acetylcholine in the honey-dew honey investi- 
gated was 2.5 mgm per kgm and that of choline approximately 60 mgm 
per kgm of honey. The content of the former decreases continuously at 
pu 3.9—4.0, the reduction amounting to approximately 75% in 3 years. 
The hydrolysis of acetylcholine in a solution of honey is largely retarded 
in contrast to that of a pure aqueous acetylcholine solution of equal 
concentration. The retarding effect of honey at a given px depends on 
the organic acids present and in particular on malic acid having the 
strongest retarding effect. The pu of the substrate also influences the 
retarding effect; in general the pu of honey is about 4 where acetyl- 
choline has its highest stability. The sugar present in honey also has a 
slight retarding effect. Choline has practically no influence on the re- 
tarding effect. 
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Untersuchungen zum bakteriellen Purin-Abbau 


Il. Uber den Abbau von Amino-, Oxy- und Methyl-purinen 
durch Pseudomonas aeruginosa (B. pyocyaneum) 


Von 
Wilhelm Franke und Giinter Edelfried Hahn 
Aus dem Institut fiir Gaérungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Miirz 1954) 


In der vorausgehenden Mitteilung! war der Harnsaure-Abbau 
durch Ps. aeruginosa anfangs mit wachsenden Bakterien, spater mit 
gewaschenen Zellsuspensionen untersucht und in seinen Teilphasen 
qualitativ und quantitativ aufgeklart worden. Er verlauft tiber Allantoin 
und Allantoinséure zunachst zu Glyoxylsiure + Harnstoff; Glyoxyl- 
siure wird weiter zu Oxalsiure oxydiert, Harnstoff zu Kohlendioxyd 
und Ammoniak gespalten. Fast gleichzeitig berichtete Campbell® 
tiber den Allantoin-Abbau durch Zellsuspensionen und -extrakte einer 
nicht identifizierten Pseudomonas-Art, bei dem als Endprodukte Harn- 
stoff und Kohlendioxyd erhalten wurden. Auch Campbell formuliert 
den ersten Teil der Abbaufolge in der oben angegebenen Weise; doch 
bleibt Harnstoff in seinem Bakterium offenbar liege und Glyoxylsiure 
wird — halftig tiber Ameisensiure — zu Kohlensdiure abgebaut, eine 
bemerkenswerte Stoffwechselvariante bei erhaltenem Grundtyp inner- 
halb der gleichen Bakteriengattung. 

In der vorliegenden Arbeit sollte zunaichst untersucht werden, ob 
in unserem Bakterium ahnlich wie im tierischen Organismus die zell- 
vertrauten Amino- und Oxypurine tiber Harnsdure abgebaut werden, 
was auch insofern interessierte, als eine primaire Harnséure-Synthese 
in Mikroorganismen ebensowenig wie in héheren tierischen Organismen 
nachgewiesen zu sein scheint. 


Die einschlagigen Literaturangaben sind noch sparlicher als fiir den Harn- 
siureabbau. Thannhauser und Dorfmiiller* gaben zuerst an, da der Stick- 
stoff von Nucleosiden (Guanosin, Adenosin, Inosin) durch menschliche Darmbak- 
terien innerhalb 20 Tagen zu 70—100% in Ammoniak umgewandeilt werden kann. 
Krebs und Eggleston fanden bei dem aeroben Coryneb. ureafaciens oxydative 
Harnstoffbildung sowohl aus Harnsiure wie aus Hypoxanthin. Di Fonzo® beobach- 
tete in orientierenden Versuchen an My kobakterien ein recht uneinheitliches Ver- 


1 W. Franke u. G. E. Hahn, diese Z. 299, 15 [1955]. 

2 L. L. Campbell jr., J. Bacteriol. 68, 598 [1954]. : 

3 Vgl. Literaturzusammenstellung bei W. Franke, Z. Vitamin-Hormon- u. | 
Fermentforsch. [Wien] 5, 279 [1953]. 

4§. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, diese Z. 102, 148 [1918]. 

5 H. A. Krebs u. L. V. Eggleston, Enzymologia [Den Haag] 7, 310 [1939]. 

6 M.di Fonzo, Amer. Rev. Tubercul. 66, 240 [1952]. 
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halten der Amino- und Oxypurine, was allerdings z.T. mit der unzulanglichen 
Methodik zusammenhangen diirfte. Immerhin schien in einigen Fallen (M. smeg- 
matis, M. phlei, M. tuberculosis [BCG]) Xanthinoxydation erwiesen, wahrend 
Hypoxanthin nicht oder viel langsamer oxydiert wurde. Guanin und Adenin wurden 
zumeist, doch mit sehr unterschiedlicher Geschwindigkeit oxydativ abgebaut. Die 
hydrolytische Desaminierung von Adenin, Adenosin und Adenin-nucleotiden 
durch Hsch. coli wurde erstmals von Lutwak-Mann’ eingehend untersucht. 
Spitere Untersuchungen an Esch. coli*** wiesen auf die Beteiligung einer Um- 
aminierung (auf Inosin) bei der Adenin-Desaminierung hin. (Bei Lactobac. 
helveticus® ist eine Umglycosidierung der Desoxyriboside méglich.)!° Nach 
einer neueren indischen Arbeit! besitzen Vibrio comma und andere Vibrionen 
lediglich die Fahigkeit zur hydrolytischen Desaminierung von Aminopurinen (be- 
sonders ausgepragt in der Nucleosid- und Nucleotid-Bindung), wahrend ein oxy- 
dativer Abbau der Purine zu fehlen scheint. 


Unsere an Ps. aeruginosa ausgefiihrten Versuche belegen erstmals 
in Einzelheiten fiir ein aerobes Bakterium, daB der Abbau der Amino- 
und Oxypurine ahnlich wie im Tierkorper, d. h. zu baw. iiber Harnsaure 
fiihrt; die Oxydation von Adenin und Guanin erfolgt nach voraus- 
gegangener hydrolytischer Desaminierung. 

Im letzten Teil der Arbeit wurde orientierend das Verhalten 
einiger Methylpurine (7-Methyl-xanthin, 7-Methyl-harnsaiure, Theo- 
phyllin, Theobromin, Coffein) gepriift und iiberraschenderweise ein 
oxydativer Angriff festgestellt, der waihrend der ersten Stunden groBen- 
maBig durchaus mit dem von Harnsaure oder Xanthin vergleichbar war. 

Unseres Wissens wurden Methylpurine bisher nur von Hanzal und Ecker”, 


die verschiedene Methylharnsauren als Substrate fiir B. (Clostr.) acidi wricit und 
Aerob. aerogenes priiften, und von Krebs und Eggleston‘, die die Angreifbarkeit 


' von Coffein durch ihr Corynebakterium (s. 0.) untersuchten — beide Male mit 
| negativem Ergebnis —, zu Untersuchungen mit Bakterien herangezogen. 

Der nachgewiesene Abbau von Methylpurinen durch ein Bakterium 
ist umso bemerkenswerter, als ein Angriff methylsubstituierter Substrate 
bisher weder fiir die tierische Xanthindehydrase!* 1415 noch fiir Uri- 
' case!®17 festgestellt werden konnte. Lediglich im Stoffwechselversuch 


7 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 30, 1405 [1936]. 

8 M. Stephenson u. A. R. Trim, Biochem. J. 82, 1740 [1938]. 

84 J. L. Ott u. C. H. Werkman, Arch. Biochem. Biophysics 48, 483 [1954]. 

® H. M. Kalckar, W.S. MacNutt u. E. Hoff-Jorgensen, Biochem. J. 
40, 397 [1952]. 
” 10 Vgl. auch Zusammenfassung von M. Friedkin, J. cellular comparat. Phy- 
- siol. 41 (Suppl.), 261 [1953]. 
K 1 §.C. Agarwala, C.R. Krishna Murti u. D. L. Shrivastava, Enzy- 
mologia [Den Haag] 16, 322 [1954]. 

2 R. F. Hanzalu.E. E. Ecker, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 28, 815 [1931]. 
a 13 EK. J. Morgan, C. P. Stewart u. F.G. Hopkins, Proc. Roy. Soc. [Lon- 
' don], Ser. B 94, 109 [1923]. 

4 H. J. Coombs, Biochem. J. 21, 1259 [1927]. 
[ 15 M. Dixon, Biochem. J. 20, 703 [1926]; Enzymologia [Den Haag] 5, 198 
1938]. 
z 16 H. Briinig, F. Einecke, F. Peters, R. Rabl u. K. Viehl, diese Z. 174, 
— 94 [1928]. 
#] a ” D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 119, 114 
| [1936]. 
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wurde ein Ubergang der natiirlichen Methylxanthine — teils mit, teils 
ohne partielle Entmethylierung — in Methylharnséuren beobach. 
tet 18:19 20,21,21a, Auch verabfolgte Methylharnsiuren kénnen im Tier. 
k6rper teilweise entmethyliert werden!®; iiber einen weiteren Abbau 
ist nichts bekannt. 


Methodik 


Hier kann zum groBen Teil auf die in der I. Mitteilung gemachten Angaben 
verwiesen werden. 


I. Bakterienmaterial und Nahrlésungen 

Die Untersuchungen wurden fast ausnahmslos mit einem aus dem Hygieni- 
schen Institut der Universitat Bonn stammenden Ps. aeruginosa-Stamm durchge- 
fiihrt. Fir einige Wachstums-Vorversuche dienten auBerdem in der Instituts: amm- 
lung vorhandene Staémme von Ps. fluorescens, Alkaligenes faecalis, Aerob. aerogenes, 
Proteus vulgaris, Bac. mesentericus und Mycob. phlei. 

Die Ziichtung der Bakterien fiir die Warburg-Versuche erfolgte wieder in 
Kolle-Schalen auf festen, 2% Agar enthaltenden Nahrbéden. Nur in einigen Vor- 
versuchen kam Standard I-Nahragar der Fa. Merck zur Verwendung, in der weit 
iiberwiegenden Mehrzahl der Fille eine synthetische, mit n-NaOH auf px 7,5 ge- 
brachte Grundnahrlésung der Zusammensetzung (in %): 0,05 K,HPO,, 0,05 
CaCl,, 0,02 MgSO, - 7 HO, 1,0 Glucose. Dazu kam als Stickstoffquelle ein Hydro- 
lysat von 0,13% Hefenucleinsaure (Merck), das durch Istdg. Kochen mit 
10-proz. Salzsiure und anschlieBendes Neutralisieren erhalten worden war; der 
Purin- + Pyrimidingehalt der Nahrlésung betrug dann etwa 0,05%. 

In einigen vergleichenden Wachstumsversuchen wurde statt des Nuclein- 
siure-Hydrolysats 0,05% Xanthin bzw. Harnsaure zur obigen Grundnahr. 
losung — mit A bezeichnet — zugesetzt. Eine weitere — dort mit B bezeichnete — 
Grundnahrlosung (nach Maassen) enthielt in %: 0,2 Na,PO,, 0,001 CaCl,, 0,25 
Na,CO,°10 HO, 0,04 MgSO,-7 H,O, 0,7 Glucose, 0,7 pt-Apfelséure??. 


II. Substrate 


Harnsaure, Theophyllin, Theobromin, Coffein und Harnstoff waren 
Reinstpraparate der Fa. Merck, Adenin und Hy poxanthin der Fa. Hoffmann. 
La Roche, Xanthin der Fa. Bayer, Guanin der Fa. Schuchardt. Proben von 
7-Methyl-xanthin und 7-Methyl-harnsaure verdanken wir der Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Prof. K. Zeile (Fa. C. H. Boehringer Sohn-Ingelheim). 
Von Methylharnstoff und (symm.) Dimethylharnstoff standen nur tech- 
nische Praparate (Schuchardt) zur Verfiigung. Loésungen dieser Praparate 
wurden vor ihrer Verwendung durch Einwirkung von hochgereinigter Urease 
(Bayer) nach friiheren Angaben! von Harnstoff befreit; das gebildete Ammoniak 
wurde abdestilliert, wobei gleichzeitig die zugesetzte Urease zerstért wurde. Ana- 
lytische Bestimmungen ergaben, daB derartig vorbehandelte Lésungen der methy- 
lierten Harnstoffe tatsichlich harnstoff- und ammoniakfrei waren. 

Im allgemeinen wurden die Substrate in Form frischbereiteter, neutralisierter 
m/50-Stammlésungen verwendet. 

18 QO. H. Buchanan, A. A. Christman u. W. D. Block, J. biol. Chemistry 
157, 181, 189 [1945]. 

19 V.C. Myers u. R. F. Hanzal, J. biol. Chemistry 162, 309 [1946]. 

20 B. B. Brodie, J. Axelrod u. J. Reichenthal, J. biol. Chemistry 194, 
215 [1952]. 

21 KE. A. Johnson, Biochem. J. 51, 133 [1952]. 

18 H. Weinfeld u. A. A. Christman, J. biol. Chemistry 200, 345 [1953]. 

22 Beide Nahrlésungen nach Angaben von A. Janke, Arbeitsmethoden der 
Mikrobiologie I, S. 120 (Dresden u. Leipzig 1946). 
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III. Allgemeine Versuchsmethodik 


Es wurde fast ausnahmslos mit 5—24 Stdn. alten, gewaschenen Bakterien- 
suspensionen nach der W ar burg - Methodik gearbeitet. Die Ansatze liefen unter Luft 
bei 30°, mit 2-n. NaOH im Mitteleinsatz der GefaBe. Der meist verwendete ,,Nor- 
malansatz‘‘ hatte die Zusammensetzung: | ml 1-proz. Bakteriensuspension (= 10 mg 
Trockengewicht), 1 ml m/5-Phosphatpuffer pq 7,25, 1 ml m/50-Substratlésung, 
2 ml Wasser. Der Normalansatz liefert die ,,Normalatmung‘“‘, ein Kontrollansatz 
mit 1 ml Wasser statt des Substratzusatzes die ,,Leeratmung‘‘ der Bakterien (im 
folgenden bisweilen mit NA bzw. L abgekiirzt). 

Kinige wenige anaerobe Versuche (Hydrolyse von Aminopurinen, Harnstoff 
und methylsubstituierten Harnstoffen) liefen in Vakuumréhrchen nach Thunberg. 


IV. Analytische Methoden 

Die Bestimmung von Harnsdure, Allantoin (bzw. Methylallantoin, 
was im Verfahrensprinzip keinen Unterschied macht), Harnstoff und Ammoniak 
erfolgte auf Grund von Farbreaktionen photometrisch entsprechend den Angaben 
der I. Mitteilung. Auch zur Bestimmung von Methylamin konnte die Farbung 
mit Nesslers Reagens verwendet werden?*; die Farbintensitaét war allerdings 
etwa 10mal schwacher als bei Ammoniak und machte die Aufstellung einer be- 
sonderen Kichkurve notwendig. Die Erfassungsgrenze liegt bei etwa 0,35 mg Stick- 
stoff im Ansatz, was bedeutet, daB auch im ungiinstigsten Falle, dem des Dimethyl- 
harnstoffs, eine etwa 30-proz. Spaltung unter unseren Konzentrationsbedingungen 
noch hatte nachgewiesen werden kénnen. 

Die Bestimmung von Xanthin erfolgte nach einer geringfiigig modifizierten 
photometrischen Methode von Williams”, bei der zunachst die Purine mit ammo- 
niakalischer Kupfersulfatlésung in Gegenwart iiberschiissiger Glucose gefallt 
werden, die Lésung des Niederschlags in Salzsiure mit Ferricyanid entkupfert und 
hierauf mit Folins Phenolreagens (einer lithiumsulfathaltigen L6sung von Phosphor- 
wolfram- und Phosphormolybdansaure**) versetzt wird. Die Intensitét der sofort 
auftretenden und fiir Stunden konstanten Blaufarbung wird im Leitz-Kompens- 
tionsphotometer bei 720 my gemessen und an Hand einer Eichkurve mit bekannten 
Xanthinmengen ausgewertet. Im allgemeinen wurden die Bestimmungen mit 
0,1—1,0 ml der Originalansatze durchgefiihrt. MeBbereich: 0,06—0,3 mg; Genauig- 
keit: + 5%. Die Farbreaktion wird von Xanthin und Guanin in gleicher Starke 
gegeben. Adenin, Hypoxanthin und Harnsaure liefern geringe — mdglicherweise 
auf Verunreinigungen zuriickgehende — Blaufarbungen, deren Intensitaét noch 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode liegt®*. Lediglich bei gréBeren Xanthin- 
und Harnséuremengen tritt nach langerer Zeit eine schwache Triibung ein. 

Eine spezifische Farbreaktion auf Hypoxanthin existiert unseres Wissens 
nicht. Eine UV-spektrophotometrische Bestimmung (bei 250 my) ist méglich?*, 
schied aber bei dem Mangel eines entsprechenden Photometers aus. Adenin laBt 
sich nach Woodhouse?’ durch Reduktion mit.Zinkstaub in saurer Lésung, Diazo- 
tieren und Kuppeln mit N-[Naphthyl-(1)]-athylendiamin zwar im MikromaBstab 
photometrisch bestimmen, doch erwies sich das etwas langwierige Verfahren fiir 
Serienbestimmungen als nicht besonders geeignet. Das Verhalten des Adenins im 
Bakterienversuch lieB sich zudem auf einfachere Weise (durch Ammoniakbestim- 
mungen) hinreichend klaren. 


V. Darstellung der Versuchsergebnisse 


Sauerstoff-Aufnahmen werden im folgenden durchweg in pl angegeben; der 
Substratmenge des Normalansatzes (1/50 mMol) entspricht ein Sauerstoff-Aqui- 


23 Vgl. F. P. Treadwell u. W. D. Treadwell, Kurzes Lehrbuch d. analyt. 
Chemie I, 8. 72 [Wien 1948]. 
24 J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 184, 627 [1950]. 
25 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 78, 627 [1927]. 
°6 H. M. Kalckar, J. biol. Chemistry 167, 429 {1947}. 
27 D. L. Woodhouse, Arch. Biochemistry 25, 347 [1950]. 
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valent (1 Atom O) von 224 wi (1/100 mMol). Abnahme von Substraten unc Zu. 
nahme von Reaktionsprodukten werden haufig (z. B. in Abbildungen) in Pro. 
zenten ausgedriickt; dabei ist die Gleichwertigkeit der einzelnen Purine und von 
Allantoin zu beriicksichtigen, ferner der Umstand, da8 aus Aminopurinen curch 
Hydrolyse 1 Mol. Ammoniak, beim Totalabbau von Amino- bzw. Oxypurinen § 
bzw. 4 Moll. Ammoniak entstehen kénnen. 


Versuchsergebnisse 
I. Wachstumsversuche mit verschiedenen Bakterien 


Es wurde zunichst gepriift, ob eine Reihe erfahrungsgemaB an. 
spruchsloser Bakterienarten in einfachen synthetischen Nahrlosungen 
mit Xanthin als einziger Stickstoffquelle zu wachsen vermochten. 
Als Grundnahrlésungen dienten die friiher (S. 92) mit A und B bezeich. 
neten, denen 0,05% Xanthin bzw. — in einer Vergleichsreihe — 
0,05% Harnsaéure zugesetzt wurden; lediglich im Falle des wuchs. 
stoffbediirftigen Proteus vulgaris?® erfolgte noch ein Zusatz von 0,0005 % 
Nicotinsiureamid. Nach 24—48stdg. Inkubation bei 37° wurde das 
Wachstum nach dem Triibungsgrad der Nihrlésung beurteilt, wobei 
zwischen sehr gutem (+++), gutem (++), maBigem (+), zweifel. 
haftem (-+) und fehlendem Wachstum (0) unterschieden wurde. Tab. | 
zeigt das Ergebnis dieser Versuchsreihen. 


Tab. 1. Wachstum einiger Bakterienarten in einfachen Nahrlésungen mit Xanthin 











- oder Harnsiaure als einziger,Stickstoffquelle. 

Zusatz (0,05%): Xanthin Harnsaure 

Grundnahrlésung: A | B A 
Ps.aeruginosa . . a 4 + + 
Ps. fluorescens . . . . + ++ + ++ 
Alkaligenes faecalis. . 0 0 toni sa. + 
Aerob, aerogenes . . . + 0 erect: eee 
Proteus vulgaris . 0 0 + 0 
Bac. mesentericus .. 0 0 0 0 
Mycob. phlei. . ... + + ++ ++ 














Man erkennt, daB die Verwertung von Harnsaure als Stickstoff- 
quelle verbreiteter vorkommt als diejenige von Xanthin. Immerhin 
zeigen zum wenigsten die beiden Pseudomonas-Arten und Mycob. 
phlei einwandfreies Wachstum in xanthinhaltigen Nahrlésungen. Die 
Ergebnisse rechtfertigten die weitere Verwendung von Ps. aeruginosa 
zu Abbauversuchen mit Amino- und Oxypurinen. 


II. Oxydationsversuche an Amino- und Oxypurinen mit ge- 
waschenen Suspensionen von Ps. aeruginosa 


1. Orientierende Warburg-Versuche 


Schon die ersten mit Bakterienmaterial von nucleinséurehydrolysat- 
haltigem Niahrboden (S. 92) ausgefiihrten Warburg-Versuche ergaben 
bei Zusatz von Adenin, Guanin, Hypoxanthin oder Xanthin in 


28 Pp, Fildes, Brit. J. exp. Pathol. 19, 239 [1938]. 
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der Konzentration m/250 sehr betrichtliche Atmungssteigerungen, 
welche die mit Harnsaure (als Vergleichssubstrat) erzielten z. T. er- 
heblich iibertrafen (Abb. 1b). Die beiden Oxy- und die beiden Amino- 
purine zeigen jeweils fast gleiche Oxydationsgeschwindigkeit, bei er- 
heblicher Uberlegenheit der ersteren. In einem Vergleichsversuch mit 
Bakterien, die auf einem Caseinhydrolysat-Naihrboden (Standard 
I-Nahragar Merck) geziichtet worden waren, zeigten die Bakterien bei 
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Abb. 1, Steigerung der Bakterienatmung (L) durch Harnsaure (I), Hypoxanthin (IT), 

Xanthin (III), Adenin (IV) und Guanin (V): a) bei Zellmaterial von Caseinhydro- 

lysat-Nahrboden, b) bei Zellmaterial von nucleinsdiurehydrolysat-haltigem syn- 
thetischem Nahrboden. — Normalansatze mit m/250-Substrat; py 7,25; 30°. 


Zusatz der Purinsubstrate viel geringere Atmungssteigerung bei aus- 
gesprochen autokatalytischem Verlauf (Abb. la). Es kehren hier also 
die friiher! bereits beim Harnsaéure-Abbau beobachteten Verhaltnisse 
wieder: die purinoxydierenden Fermente sind zwar immer in den 
Bakterien vorhanden, erfahren aber bei gebotener Adaptationsméglich- 
keit an ihre Substrate wahrend der Ziichtung eine auBerordentliche 
Aktivitatssteigerung. 

Die tierische Xanthindehydrase ist bekanntlich durch eine un- 
gewohnlich hohe Substrataffinitaét ausgezeichnet; in Methylenblau- 
versuchen mit dem Milchenzym wurde schon bei Substratkonzentra- 
tionen zwischen 10-5 und 10-4 m. maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
erzielt, hdhere Konzentrationen (> 10=% m.) wirkten anaerob und aerob 
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hemmend2® 39.30, Ks war von Interesse, auch beim zellgebundenen 
Bakterienenzym mit aerober Methodik die Verhaltnisse vergleichend zu 
untersuchen. 

Dabei war zu beriicksichtigen, da bei den groBen Unterschieden in der 
, Sauerstoffkapazitat‘‘ einer ausgedehnten Substratkonzentrationsreihe nur die 
Anfangsgeschwindigkeiten der Sauerstoff-Aufnahme vergleichbar waren. [ine 
Schwierigkeit lag auch in der Frage, ob die Eigenatmung der Bakterien (L) in 
solchen Reihen stets in gleicher Héhe vom Substratwert (NA) abgezogen werden 
darf. 

In zwei Versuchsreihen mit Hypoxanthin und Xanthin im 
Konzentrationsbereich von m/5000 bis m/250 wurden die Sauerstoff- 
Aufnahmen bis zur 180. Minute gemessen (Tab. 2 und 3), wobei sich 
ergab, daB die Anfangsgeschwindigkeiten der um die Leeratmung 
korrigierten Sauerstoff-Aufnahmen (NA—L) im untersuchten Bereich 
beim Hypoxanthin innerhalb der Fehlergrenzen gleich waren, wahrend 
beim Xanthin allenfalls bei der niedrigsten Konzentration (m/5000) ein 
gewisser Abfall zu verzeichnen war. Auch das Bakterienenzym weist 
also eine ahnlich hohe Substrataffinitat auf wie das tierische, ohne daB 
sich indes bei héheren Konzentrationen Hemmungserscheinungen 
zeigten. Sie fehlten sogar in einer spiteren Versuchsreihe bei der Sub- 
stratkonzentration m/50 (Abb. 2). Wegen der Moglichkeit begrenzender 
Permeabilitatseffekte 1i8t sich aus derartigen Versuchsreihen an_ in- 
takten Zellen natiirlich noch nicht ohne weiteres auf das Verhalten des 
aus der Zelle gelésten Enzyms schlieBen. 


Tab. 2. Abhangigkeit der Sauerstoff-Aufnahme (in ul) von der Hypoxanthin- 
Konzentration. 


Unkorrigierte NA-Werte, in Klammern (NA—L). 








Zeit Hypoxanthin-Konzentration 

(Min.) m/250 m/500 | m/1000 | m/2500 | m/5000 | 0 (L) 
5 35 (20) 37 (22) | 45 = (30)| 40 (25)| 35 (20) 15 
10 74 (48) 84 (58) }] 83 (57)| 68 (42)| 57 (31) 26 
15 100 (63) | 105 (68) |100 (63)} 85 (48)| 72 (35) 37 


30 230 (160) | 200 (130) |174 (104)|156 (86)|132 (62)| 70 
45 330 (233) | 260 (163) |232 (135)}224 (127)}192 (95)| 97 
60 400 (282) | 318 (200) |304 (186)|288 (170)}248 (130)| 118 
90 565 (395) | 502 (332) |470 (300)|445 (275)|375 (205)| 170 
120 780 (570) | 670 (460) |610 (400)|570 (360)|475 (265)}| 210 
150 990 (742) | 795 (547) |725 (477)|655 (407)|520 (272)| 248 
180 | 1175 (887) | 870 (582) |795 (507)|715 (427)|550 (262)| 288 


























40= 896 448 224 89,6 44,8 
Ge 0,99 1,30 2,26 4,77 5,86 


29 M. Dixon u. 8S. Thurlow, Biochem. J. 18, 976 [1924]. 

30 H. Wieland u. B. Rosenfeld, Liebigs Ann. Chem. 477, 32 [1930]; 
H. Wieland u. T. F. Macrae, ebenda 483, 217 [1930]. 

308 V. H. Booth, Biochem. J. 82, 494, 503 [1938]. 
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Tab. 3. Abhangigkeit der Sauerstoff-Aufnahme (in ul) von der Xanthin- 
Konzentration. 


Unkorrigierte NA-Werte, in Klammern (NA—L). 























Zeit Xanthin-Konzentration 
(Min.) m/250 m/500 | -m/1000 m/2500 | m/5000 | 0 (L) 
5 39 (24) 37 (22) | 41 (26)| 37 (22)| 28 (13)| 15 
10 82 (52) 92 (62) | 90 (60)| 71 (41)] 60 (30)| 30 
15 126 (78) | 122 (74) |114 (66)| 95 (47)| 85 (37)| 48 
30 262 (170) | 229 (137) |196 (104)|186 (94)|152 (60)} 92 
45 368 (243) | 292 (167) | 262 (137)|254 (129)|220 (95)| 125 
60 460 (297) | 366 (203) |344 (181)|324 (161)|280 (117)| 163 
90 630 (400) | 570 (340) |515 (285)|492 (262)|410 (180)| 230 
120 895 (603) | 750 (458) |700 (408)|645 (353)|515 (223)| 292 
150 1105 (755) | 900 (550) |790 (440)|745 (395)|610 (260)| 350 
180 1250 (860) | 1000 (610) | 860 (470)|815 (425)|660 (270)| 390 
30= 672 336 168 67,2 33,6 
= 5 a 1,28 1,81 2,80 6,48 8,05 

















Bei langerer Versuchsdauer trat mit zunehmender Substratkonzen- 
tration eine zuerwartende Steigerung der Sauerstoff-Aufnahme ein. 
Auffallenderweise bewirken aber gerade niedrige Substratkonzen- 
trationen eine in Anbetracht ihrer geringen Sauerstoffkapazitat un- 
erklarlich hohe relative Atmungssteigerung. 


Um die Versuchsreihen mit beiden Substraten miteinander vergleichen zu 
konnen, wurden die Differenzen der Sauerstoff-Aufnahme aus ,,Normalansatz‘‘ 
und ,,Leeratmung‘* (NA—L) nach 180 Min. durch die Sauerstoffwerte dividiert, die 
theoretisch der vollstandigen Oxydation der Substrate bis zur Stufe der Oxalsaure 
(+ 3CO,)! entsprechen (4 bzw. 3 Atome O pro Oxypurinmolekiil). Diese Angaben 
finden sich in den letzten beiden Reihen der Tabb. 2 und 3. 

Die erhaltenen Quotienten steigen mit abnehmender Substratkonzentration 
in beiden Fallen erheblich an. Bei gleicher Substratkonzentration ergibt sich das 
mittlere Quotientenverhialtnis zu 1,33 = 4/,; damit steht im Einklang, daB die 
absoluten Atmungssteigerungen (NA—L) nach 180 Min. fiir beide Substrate 
innerhalb der Fehlergrenzen gleich sind. Merkwiirdig ist und bleibt vorlaufig die 
Tatsache, daB die Quotienten gerade bei den niedrigsten Substratkonzentrationen 
so auffallend groB sind. Dieser Befund 148t sich nicht mehr allein mit der in der 
vorausgehenden Mitteilung! bereits festgestellten Stickstoff-Assimilation er- 
klaren. Legt man die Beobachtung von McLean und Fisher* an Serratia mar- 
cescens zugrunde, daB jedes (aus NH,) assimilierte Stickstoffatom eine Mehrauf- 
nahme von 2,2 Atomen Sauerstoff bewirkt, dann waren in unseren Konzentrations- 
reihen bei vollstandiger Assimilation des Substrat-Stickstoffs nach folgender Auf- 
stellung die in der letzten Reihe verzeichneten zusatzlichen Sauerstoffaufnahmen 
zu erwarten: 











Substratkonzentration : | m/250 m/500 | m/1000 | m/2500 | m/5000 
Y | Ae ee 40 20 1 | 4 2 
PEGE See es 88 44 22 8,8 4,4 
BE gS FOREN RES. 174), be 1970 987 493 197 99 














1D, J. McLean u. K. C. Fisher, J. Bacteriol. 54, 599 [1947]; 58, 417 [1949]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 301 7 
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Sie liegen in den beiden letzten Fallen weit unter den beobachteten. In Wirk. 
lichkeit diirfte aber die Stickstoff-Assimilation in unseren Versuchen wesentlich 
geringer gewesen sein: sie betrug nach einem friiheren Versuch! mit m/250-Ham. 
sdure nach 180 Min. etwa 33%. Die Annahme liegt nahe, daB hier ein direkter 
Aktivierungseffekt der Oxypurine auf die Zellatmung — etwa durch Einbau in 
Nucleotide — erfolgt, der aber hinsichtlich seines Mechanismus noch ganz unklar 
ist und weiterer Untersuchung bedarf. , 


2. Analytische Verfolgung 
des Oxy- und Aminopurin-Abbaus 
Im folgenden wurde versucht, nach den bei der Untersuchung der 
Harnséure bewahrten Methoden zu Aussagen iiber den Chemismus des 
Purin-Abbaus zu gelangen. Allerdings stand nur fiir Xanthin eine 
hinreichend genaue und rasch arbeitende Bestimmungsmethode zur 


Verfiigung (S. 93). 
a) Xanthin und Hypoxanthin 


In parallelen Versuchsreihen wurde der Abbau von Xanthin und 
Hypoxanthin in den Konzentrationen m/250 und m/50 verfolgt, wobei 





| 1600 


S 


~ 





x 
1200 Abb. 2. Veratmung von Hypoxanthin und 

Xanthin durch Ps. aeruginosa-Suspensionen. 

Ila m/250-Hypoxanthin, 

IIb m/50-Hypoxanthin, 

IIIa m/250-Xanthin, 

IIIb m/50-Xanthin; 

im iibrigen Normalansatze. 

(Numerierung zum Vergleich wie in Abb. 1) 




















auBer der Sauerstoff-Aufnahme Xanthin und Harnsaure zu bestimm- 
ten Zeiten quantitativ bestimmt wurden. Die Sauerstoff-Aufnahmen 
sind in Abb. 2314, die analytischen Ergebnisse in mg in den Tabb. 4 und 5, 
in Prozenten in Abb. 3 und 4 wiedergegeben. 

Auffallend war der rasche Xanthin-Abbau bei der niedrigen 
Substratkonzentration (m/250) (Abb. 3a); wihrend der Xanthinschwund 
nach 30, 60 und 90 Min. resp. 73, 83 und 90% betrug, waren in einem 


3148 Der kraftige Anstieg der Sauerstoff-Aufnahme zwischen 90 und 120 Min. 
im konzentrierteren Xanthinansatz (der sich beim Hypoxanthin nicht wiederfindet) 
ist auffallend, aber reproduzierbar; vermutlich handelt es sich um einen durch hohe 
Substratkonzentration und relativ rasche Ammoniakfreisetzung aus Xanthin (vgl. 
Tab. 7) bedingten Assimilationseffekt'. 
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Abb. 3. Prozentische Xanthin-Abnahme (I) und Harnsaure-Bildung (IT) in m/250- 
(a) und m/50-Xanthinlésung (b). — Normalansatze (bis auf die variierte Substrat- 


konzentration); py 7,25. 
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% 




















60 





60 








w i 


ie 
y 


120 


_ 180 
M 
Abb. 4. Prozentische Xanthin- (I) und Harnsaure-Bildung (IT) in m/250- (a) und 
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IN. —— 
m/50-Hypoxanthinlésung (b) — Punktierte Kurven: annihernde Hypoxanthin- 


Abnahmen, durch Kombination der Xanthin- + Harnsaure-Werte (©) bei kiirzeren 
Versuchszeiten und der Xanthinkurve aus Abb. 3 (e) erhalten. 


friheren analogen Versuch mit Harnsaure die Werte 3, 13 und 27% 
erhalten worden!. Dieser Umstand sowie eine — auch beim tierischen 


Enzym beobachtete®? — kompetitive Hemmung der Uricase durch 


32 J, F. van Pilsum, J. biol. Chemistry 204, 613 [1953]. 


7* 
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Tab. 4, Xanthin-Abbau: Xanthin-Abnahme und Harnsaure-Bildung. 





Substratkonzentration | m/250 
Zeit (Min.) | 0 30 | 60 


mg Xanthin gef.. . . . . . 3,0 0,5 
mg Xanthin-Abnahme .. . 2; 2,5 
mg Harnsaure-Bildung . . . ‘ 23 


100%: Xanthin = 3,04 mg, Harnsaéure = 























Substratkonzentration 


mg Xanthin gef.. . . 2... 15,0 | 13,5 | 13,0 | 10,5 
mg Xanthin-Abnahme . . . 0,0 1,5 2,0 4,5 
mg Harnsaure-Bildung . . . 0,0 1,5 1,5 2,0 














100%: Xanthin = 15,2 mg, Harnsaéure = 16,6 mg 





Tab. 5. Hypoxanthin-Abbau: Xanthin- und Harnsaure-Bildung. 





Substratkonzentration m/250 


Zeit (Min.) 15 | 30 | 60 | 90 | 120 | 180 








mg Xanthin-Bildung. . . . 0,6 
mg Harnsaure-Bildung . . . ; 








"Substratkorizentration 








mg Xanthin-Bildung... . 25° 5 2,0 








mg Harnsaure-Bildung . . . 2,0 2,5 3,5 


Xanthin erklaren die Tatsache, da bis zur 30. Min. das verschwundene 
Xanthin quantitativ als Harnsiure gefaBt werden kann; diesem Uber- 
gang entspricht auch die Sauerstoff-Aufnahme (NA—L) in Abb. 2. Die 
gefundene Harnsaure weist ein Maximum zwischen 30 und 60 Min. auf 
und war nach 120 Min. auf Null abgesunken. In diesem raschen Abfall 
kommt zweifellos der autokatalytische Charakter des Harnséure-Abbaus 
in Kombination mit dem Wegfallen der Uricasehemmung durch Xanthin 
zum Ausdruck. 

Im Versuch mit héherer Xanthin-Konzentration: (m/50) sind die 
Verhialtnisse weniger charakteristisch (Abb. 3b); die prozentische 
Xanthin-Abnahme, nicht dagegen die absolute (Tab. 4), erfolgt hier 
wesentlich langsamer als bei m/250. Ihre Werte nach 30, 60 und 90 Min. 
— 14, 30 und 35% — unterscheiden sich nicht mehr so stark von den 
friiher beobachteten Harnséure-Werten 7, 13 und 30%! wie im Falle 
der niedrigeren Substratkonzentration. Auch im Versuch mit m/50- 
Xanthin war ein Maximum der Harnsdure-Bildung nach 60 Min. fest- 
zustellen, das jedoch nur etwa der Hilfte des Xanthinschwunds ent- 
sprach ; andererseits war hier Harnsiure noch nach 120 Min. nachweisbar 
und erst nach 180 Min. verschwunden. Offenbar ist der geringere Ge- 
schwindigkeitsunterschied im Umsatz von Xanthin und Harnsaure bei 
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dieser Konzentration fiir die schlechtere ,,Ausbeute‘‘ beim Harnsiure- 
maximum verantwortlich, wahrend andrerseits der héhere Xanthin- 
spiegel hier eine linger anhaltende Uricasehemmung und damit ein 
langsameres Abfallen der Harnsdéure-Werte bewirkt. 

Beim Hypoxanthin-Abbau lieBen sich Xanthin und Harn- 
siure in gréBenordnungsmaBig vergleichbarer Menge als Zwischen- 
produkte nachweisen. 

Da eine Hypoxanthin-Bestimmungsmethode nicht zur Verfiigung stand, 
wurden wenigstens Naherungswerte der Hypoxanthin-Abnahme zu gewinnen ver- 
sucht. Dies geschah einerseits — bei kiirzeren Versuchszeiten (bis 60 bzw. 90 Min.) — 
durch Addition der Xanthin- und Harnsaure-Werte, andererseits durch Ubernahme 
der Xanthin-Werte aus Abb. 3, da nach friiheren Versuchen (vgl. Abb. 1 und 2, 
Tabb. 2 und 3) Hypoxanthin und Xanthin bei dieser Konzentration nahezu gleich 
rasch oxydiert werden. Wie die punktierten Kurven der Abb. 4 zeigen, passen 
sich die auf beiderlei Weise erhaltenen Werte in erster Annaherung einem einheit- 


lichen Kurvenzug ein. 

Auch hier sind die Verhaltnisse bei niedriger Substratkonzentration 
iibersichtlicher als bei héherer, und auch hier bewahrt sich zu ihrer 
Deutung die Vorstellung einer Uberlagerung zweier Einfliisse: der 
unterschiedlichen Konzentrationsabhangigkeit einerseits von Harn- 
siure-, andrerseits von Hypoxanthin- bzw. Xanthin-Oxydation und der 
Uricasehemmung durch Harnsaurevorstufen. In beiden Kurvenbildern 
(a und b) liegen die Harnsaéure-Werte bei kurzen Versuchszeiten tiber 
den Xanthin-Werten; daB dies wiederum bei niedrigerer Hypoxanthin- 
Konzentration viel ausgesprochener der Fall ist als bei héherer, erklart 
sich wie im Falle des Xanthin-Abbaus durch das Uberwiegen des ersten 
der beiden obengenannten Faktoren. Dai andererseits der Harnsiure- 
spiegel sich bei héherer Substratkonzentration viel linger auf einer 
gewissen Hohe halt, ist ebenso sicher der verlingerten Uricasehemmung 
zuzuschreiben. 

Jedenfalls ist durch diese Versuche der Abbauweg vom Hypo- 
xanthin tiber Xanthin zu Harnséure und damit das Vorkommen einer 
Xanthindehydrase in einem Bakterium einwandfrei belegt und zugleich 
der Anschlu8 an die vorausgegangenen Versuche iiber den bakteriellen 
Harnsaéure-Abbau! hergestellt worden. 

b) Guanin und Adenin 

Bei der Untersuchung dieser beiden Substrate, deren Oxydation ja 
nach Abb. 1 langsamer erfolgt als derjenige der entsprechenden Oxy- 
purine, war vor allem zu entscheiden, ob sie vor ihrem oxydativen 
Abbau hydrolytisch zu Xanthin bzw. Hypoxanthin desaminiert werden, 
oder ob eine direkte Oxydation erfolgt, wie sie neuerdings fiir den Fall 
des Adenins im tierischen Organismus als méglich nachgewiesen ist. 


Sowohl im Stoffwechselversuch mit hoher Adeninbelastung**:*4 wie auch im 
Enzymversuch mit Milchdehydrase (wobei allerdings zum praparativen Nachweis 


33 A. Nicolaier, Z. klin. Med. 45, 359 [1902]. 
34 A. Bendich, G. B. Brown, F.S. Philips u. J. B. Thiersch, J. biol. 


Chemistry 188, 267 [1950]. 


, 





102 W. Franke und G. E. Hahn, Bd. 301 (1955) 


wegen der geringen Geschwindigkeit der Reaktion hohe Fermentkonzentrationen 
notwendig sind)*, erfolgt Bildung von 2.8-Dioxy-adenin. Die physiologische Be. 
deutung des Ubergangs diirfte allerdings gering sein, da im héheren tierischen Orga. 
nismus die hydrolytische Desaminierung der Aminopurine in der Regel im Nucleo. 
sid- und Nucleotidstadium vor sich geht***, Adenase und Guanase dort auch 
wenig verbreitet sind **:97, 

Die Frage konnte grundsitzlich dadurch entschieden werden, daf 
man in Parallelansitzen die Ammoniak-Bildung nach bestimmten 
Zeiten einmal unter aeroben, das andere Mal unter. anaeroben 
Bedingungen quantitativ bestimmte; sie muBte fiir den Fall einer 
hydrolytischen Desaminierung vor dem oxydativen Abbau untér beiden 
Versuchsbedingungen gleich groB sein. Gleichzeitig war fiir die desa- 
minierten Produkte Xanthin und Hypoxanthin in aeroben Kontroll- 
versuchen zu belegen, daB die Ammoniak-Bildung bei ihnen erst zu 
einem spateren Zeitpunkt des Abbaus einsetzte. ; 

Tab. 6 gibt aerobe und anaerobe Ammoniak-Bildung aus Guanin 
und Adenin, Tab. 7 die aerobe Ammoniak-Bildung aus Xanthin und 
Hypoxanthin — jeweils in der Konzentration m/250 — wieder. Daf 
die beiden Oxypurine anaerob auch in mehrstiindigen Versuchen keine 
Verdnderung erleiden, war gesondert (wie friiher fiir Harnséure)! gezeigt 
worden. 

Tab. 6. Ammoniak-Bildung aus Guanin und Adenin (m/250) unter aeroben und 
anaeroben Bedingungen. 
100% NH, = 1 Mol = 0,34 mg. 





aerob 
Zeit (Min.) 30 





Guanin 

mg NH, gef. . . 0,12 | 0,19 | 0,27 | 0,11 | 0,18 0,25 
% NH,-Bildung 35 56 79 32 53 73 
Adenin 


mg NH, gef. . .| 0,06 | 0,09 | 0,25 0,05 | 0,09 0,22 


% NH;,-Bildung 17 26 73 15 26 65 
Tab. 7. Aerobe Ammoniak-Bildung aus Xanthin und Hypoxanthin (m/250). 
Zeit (Min.) 30 | 6 | 9 | 30 | 6 | 9 

Xanthin | Hypoxanthin 
mg NH; gef. . . 0,0 | 0,22 | 0,35 0,0 | 0,0 | 0,24 











Die Ergebnisse der Tab. 6 sprechen sehr dafiir, daB vor der Oxy- 
dation eine hydrolytische Desaminierung erfolgt, da die Ammoniak- 
Bildung wenigstens in der ersten Stunde anaerob und aerob sowohl 


% H. Klenow, Biochem. J. 50, 404 [1951]. 

354 Vgl. K. Lang, Der intermediare Stoffwechsel, 8S. 344 (Berlin-Géttingen- 
Heidelberg 1952). 

% Vgl. F. Schlenk, Advances in Enzymol. 9, 455 [1949]. 

87 Vgl. M. Laskowski in Sumner-Myrback, The Enzymes I, 956 (New 
York 1951). 
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beim Guanin wie beim Adenin nahezu gleich groB ist; zur Zeit 90 Min. 
liegt der aerobe Wert allerdings merklich héher als der anaerobe. Die 
Desaminierungsgeschwindigkeit des Adenins ist wiahrend der ersten 
Stunde nur etwa halb so groB wie die des Guanins, steigt jedoch 
spiter — auch anaerob — kraftig an. Vergleicht man damit die Ammo- 
niak-Bildung aus Xanthin und Hypoxanthin unter aeroben Bedin- 
gungen (Tab. 7), dann erkennt man deutlich die — trot# héherer Oxy- 
dationsgeschwindigkeit — gegeniiber den Aminopurinen auftretende 
Verzogerung: Ammoniak entsteht aus Xanthin erst nach 60, aus Hypo- 
xanthin gar erst nach 90 Minuten, dann allerdings in nicht unbetricht- 
licher Menge. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daB diese Ammoniak- 
Werte zum Vergleich mit denen der Aminopurine (bzw. zur Subtraktion 
von denselben) um wenigstens die Halfte zu reduzieren waren, da die 
Oxydationsgeschwindigkeit der Aminopurine — offenbar infolge der vor- 
geschalteten Hydrolyse — nur etwa halb so groB ist wie die der Oxy- 
purine (Abb. 1b). Die so erhaltenen, relativ niedrigen Ammoniak-Diffe- 
renzwerte der aeroben Ansatze lassen tibrigens vermuten, daB die pri- 
mire hydrolytische Desaminierung der Aminopurine entweder die wei- 
tere Ammoniak-Freisetzung aus den Oxypurinen merklich hemmt oder 
m friihzeitiger Ammoniak-Assimilation fiihrt. 


III. Orientierende Oxydationsversuche an Methylpurinen 


Wie einleitend bereits erwahnt, vermdgen Suspensionen von Ps. 
aeruginosa auch methylierte Purinkérper oxydativ anzugreifen. Abb. 5 
erméglicht einen Vergleich der Sauerstoff-Aufnahme von Coffein 
(1.3.7-Trimethyl-xanthin), Theophyllin(1.3-Dimethyl-xanthin), Theo- 
bromin (3.7-Dimethyl-xanthin), 7-Methyl-xanthin und 7-Methy]l- 
harnsdéure mit derjenigen von Xanthin und Harnsaure. Bemer- 
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Abb. 5. Steigerung der Bakterienatmung 1000 
(L) durch Harnsaure (I), Xanthin (II), 

Coffein (III), Theophyllin (IV), Theo- 800 
bromin (V), 7-Methyl-xanthin (VI) und 

7-Methyl-harnsaure (VII). 600 

Normalansatze mit m/250-Substrat; 
pu 7,25; 30°. 
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kenswert ist, daB die durch die Methylpurine bewirkten Atmungs. 
steigerungen wahrend der ersten Stunden durchaus in dem durch Harn. 
sdure und Xanthin gegebenen Bereich liegen, daB sie mit der Zahi der 
Methylgruppen im Molekiil zunehmen, da sie aber bei langerer Ver. 
suchsdauer nicht den fiir Harnsiure und Xanthin charakteristischen 
autokatalytischen Verlauf zeigen. 

Die weiteren Untersuchungen beschrankten sich einstweilen auf die 
natiirlichen Alkaloide. Wenn ihr Abbau ahnlich dem des Grundk6rpers 
Xanthin erfolgte, dann war aus Theobromin die Bildung von Methyl. 
harnstoff, aus Theophyllin von Harnstoff neben Methylharnstoff 
und aus Coffein von Methyl- neben Dimethylharnstoff zu erwarten. 

Bei dem fiir den tierischen Organismus nachgewiesenen Ubergang der Purin. 
alkaloide in Methylharnsauren erfolgt im Fall des Coffeins offenbar regelmiibig, 
beim Theobromin und Theophyllin mit von Fall zu Fall wechselndem Anteil par. 
tielle (doch nie vollstandige) Entmethylierung; die (im einzelnen widerspruchs- 
vollen) neueren Befunde hieriiber sind an anderer Stelle* zusammengestellt worden, 
Spielte diese Entmethylierung auch im Bakterium eine Rolle, dann war im allge. 
meinen mit vermehrter Harnstoff- bzw. Ammoniak-Bildung zu rechnen. 

Zunichst wurde untersucht, ob Methylharnstoff und N,N’. 
Dimethyl-harnstoff in m/125-Ansaitzen unter anaeroben Bedin- 
gungen von unserem Bakterium gespalten wurden. Bei beiden Sub. 
straten war indes weder nach 2 noch nach 24 Stdn. Methylamin- oder 
Ammoniak-Bildung nachweisbar, wihrend im Kontrollversuch mit 
Harnstoff schon nach 2 Stdn. 100% Ammoniak gebildet worden war. 
Dabei wire — unter Beriicksichtigung der geringeren Farbintensitat der 
Nessler-Reaktion mit Methylamin (S. 93) — noch eine 3-proz. Spal- 
tung von Methylharnstoff (die ja zur Halfte Ammoniak liefern wiirde) 
und eine 30-proz. Spaltung von Dimethylharnstoff nachzuweisen ge- 
wesen. Man kann aus dem negativen Ergebnis der Spaltungsversuche 
schlieBen, daB auch die Bakterien-Urease die strenge Spezifitat des 
pflanzlichen Enzyms** aufweist. 

Aus den anaeroben Versuchen folgt, daB, falls beim oxydativen 
Abbau der Methylpurine Ammoniak gefunden wiirde, eine Entmethy- 
lierung vor der Stufe des Harnstoffs erfolgt sein miiBte. Es wurde daher 
beim aeroben Abbau von Coffein, Theophyllin und Theobromin und — 
zum Vergleich — von Xanthin nach 4 und nach 6 Stdn. auf die An- 
wesenheit von Ammoniak und zusitzlich in der tiblichen Weise! auch 
von Allantoin bzw. Methylallantoin (letzten Endes von Glyoxyl- 
siure) gepriift. Tab. 8 enthalt das Ergebnis dieser Versuche. 

Wie ersichtlich, laBt sich bei keinem der Methylpurine in der Ver- 
suchszeit Ammoniak-Bildung nachweisen, waihrend diese bei Xanthin 
(unter Beriicksichtigung gleichzeitiger Assimilation!) nach 4—6 Stdn. 
fast vollstandig erfolgt ist. Wohl aber ist bei den Methylpurinen nach 
4 Stdn. die Bildung einer Substanz, welche die Allantoin-Reaktion 
gibt, in geringer Menge nachweisbar; nach 6 Stdn. ist sie wieder ver- 


38 Vgl. J. B. Sumner u. G. F. Somers, Chemistry and Methods of Enzymes, 
8, 31 u. 158 (New York 1953). 
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Tab. 8. Methylpurin-Abbau: Sauerstoff-Aufnahme, Allantoin- (bzw. Methyl- 
allantoin-) und Ammoniak-Bildung. 





y errno t oy Coffein Theophyllin | Theobromin} Xanthin 
nach Stdn. 4 6 4 6 4 6 4 6 





850 1070 | 800 660 870 | 1220 1420 
330 370 140 170} 700 720 





0,32 0,0 0,0 0,0 
0 10 0 0 0 


0 
5 
0,0 0,0 | 0. 0,0 0,0 145. 1,0 
0 0 0 0 0 85 75 


100%: Allantoin 3,16 mg, Ammoniak 1,36 mg; Sauerstoff-Aquiv. (1 O) : 224 ul 


0,15 0,0 
5 























schwunden. Beim Xanthin war nach so langer Versuchsdauer der Nach- 
weis von Allantoin nicht mehr zu erwarten. 

Schon nach diesen wenigen Vorversuchen laBt sich in Kombination 
mit den vorausgegangenen Spaltungsversuchen an den Methylharn- 
stoffen vermuten, daB der Abbau der untersuchten Methylpurine ohne 
Entmethylierung gréBeren Umfangs erfolgt und spaitestens auf der 
Stufe des Methyl- bzw. Dimethylharnstoffs liegenbleibt. (Aus Theo- 
phyllin kénnte an sich auch Harnstoff bzw. weiter Ammoniak entstehen, 
wofiir unsere Versuche aber keinen Anhaltspunkt geben.) Bemerkens- 
wert ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, daB der — offenbar 
durch sekundiére Ammoniak-Assimilation! bedingte — autokatalytische 
Verlauf der Sauerstoff-Aufnahme durch Xanthin (und Harnsaure) bei 
lingerer Versuchsdauer im Falle der Methylxanthine fehlt. Auftreten 
und Wiederverschwinden der Allantoin-Reaktion bei den letzteren be- 
legt andererseits zusammen mit der Hohe der Sauerstoff-Aufnahme 
(Abb. 5 und Tab. 8) die Tatsache, da der Abbau iiber die Methylal- 
lantoin-Stufe hinausgeht. Die naheliegende Priifung des Verhaltens der 
Methylallantoine konnte aus zeitlichen Griinden im Rahmen dieser 
Arbeit nicht mehr vorgenommen werden. Die Untersuchungen werden 
aber fortgesetzt. 


Hier sei nur noch auf die Méglichkeit hingewiesen, daB auch im tierischen 
Organismus der Abbau der Methylxanthine zum Teil — vor allem iiber die Harn- 
siure-Stufe hinaus — durch die Darmbakterien mit ihren weniger spezifischen 
Enzymen erfolgen kénnte. Unklar bleiben einstweilen — bei der ziemlich strengen 
Spezifitat der tierischen Xanthindehydrase — enzymatische Natur und Mechanis- 
mus der im Stoffwechselversuch beobachteten Entmethylierungsvorginge®*®. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Gewahrung 
einer Sachbeihilfe zu dieser Untersuchung sehr verbunden. Dem Verband der 
Chemischen Industrie danken wir fiir Mittel zur Literaturbeschaffung. 


88 Nach F. Fidanza (Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 24, 114 [1948]), wirkt die 
Gruppe der Coffein-Alkaloide in der Leber als Methyldonator gegeniiber Glyko- 
cyamin, wenn auch schwacher als Methionin. 





Untersuchungen zum bakteriellen Purin-Abbau Bd. 301 ( 1955) 


Zusammenfassung 


1. Der aerobe Abbau von Adenin, Guanin, Hypoxanthin und Xan. 
thin durch gewaschene Suspensionen von Ps. aeruginosa (B. pyocy. 
aneum) wurde quantitativ untersucht. Adenin und Guanin werden hy. 
drolytisch desaminiert, Hypoxanthin und Xanthin tiber Harnsiure 
weiter abgebaut. 

2. Coffein, Theophyllin, Theobromn, 7-Methyl-xanthin und 
7-Methyl-harnséiure werden von Ps. aeruginosa oxydativ angegriffen. 
Orientierende Versuche an den drei erstgenannten Substraten sprechen 
fiir einen Abbau iiber Methylallantoine, der spitestens auf der Stufe der 
Methylharnstoffe, die vom Bakterium nicht gespalten werden k6nnen, 
zum Stillstand kommt. Offenbar zeigen Xanthindehydrase und Uricase, 
nicht dagegen Urease im Bakterium eine weitere Spezifitaét als im tie. 
rischen Organismus. 


Summary 


1. The aerobic degradation of adenine, guanine, typoxanthine and 
xanthine by washed suspensions of Ps. aeruginosa (B. pyocyaneum) was 
investigated quantitatively. Adenine and guanine undergo hydrolytic 
deamination while hypoxanthine and xanthine are further degraded via 
uric acid. 

2. Caffeine, theophylline, theobromine, 7-methylxanthine and 
7-methyluric acid undergo oxidative attack. Preliminary’ experiments 


with the three substances first mentioned point to degradation via me. 
thylallantoin, the process being however arrested at the latest at the 
stage of the methylureas which cannot be cleaved by the bacterium. 
Xanthine dehydrogenase and uricase but not urease lave obviously 
a wider specificity in the bacterium than in the animal organism. 
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Die spektrophotometrische Bestimmung von Barbituraten 
und die Verteilung von Veronal im Organismus 


Il. Mitteil.1: Synthese von Veronal-[2-"C] 
Von 
Stefan Goldschmidt und Rudolf Wehr 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Marz 1955) 


Die Markierung von Veronal mit “C kann entweder im Diathyl- 
malonséure- oder Harnstoffteil des Molekiils erfolgen. Der letztgenannte 
Weg wurde zunichst beschritten, da unter Verwendung von BaCO, 
als Ausgangsmaterial nur 2 Reaktionsstufen zu durchlaufen sind. 

Die Umwandlung von Ba'*CO, in Harnstoff erfolgt glatt nach der 
Vorschrift von Murray und Ronzio? (Ausb. tiber 90% d. Th.). 

Fir die Kondensation von Harnstoff mit Diathylmalonester steht 
eine groBe Anzahl von Vorschriften* zur Verfiigung. Da alle jedoch 
auf der Umsetzung des Esters mit iiberschiissigem Harnstoff in Gegen- 
wart von Alkalialkoholaten beruhen, liegen die Ausbeuten an Veronal 
niedrig, bezogen auf den eingesetzten Harnstoff, da dieser wihrend der 
Reaktion durch das vorhandene Alkoholat teilweise zersetzt wird. 
Giinstigere Resultate waren bei der Umsetzung von Diaithylmalonyl- 
chlorid mit Harnstoff zu erwarten. Wir konnten aber nach dieser 
Methode Veronal, im Gegensatz zur Literatur‘, nicht mit befriedigender 
Ausbeute erhalten. 

Um bei der erstgenannten Methode die Zersetzung des Harnstoffes 
méglichst zu unterbinden, hat es sich als zweckmaBig erwiesen, den 
Malonester im Uberschu8 zu verwenden und entweder bei niedrigerer 
Temperatur (50°) mit langerer Reaktionszeit (5 Tage) zu arbeiten oder 
das Natriumathylat und das Athanol durch Natrium-n-butylat und 
n-Butanol zu ersetzen. In beiden Fallen ergab sich eine wesentliche 
Ausbeuteverbesserung (von etwa 50% auf 78—89% d. Th., bezogen auf 
Harnstoff). Der zweite Weg ist wegen des geringeren Zeitbedarfs vor- 
zuziehen. 


1 I. Mitteil.: St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z., 292, 125 [1953]. 

2 A. Murray u. A. R. Ronzio, J. Amer. chem. Soc. 71, 2245 [1949]. 

3 KE. Fischer u. A. Dilthey, Liebigs Ann. Chem. 385, 338 [1904]. Ullmanns 
Enzyklopadie der techn. Chemie, 2. Aufl. 1929, Bd. III, S. 655; F. Schwyzer, 
Pharmaz. Ztg. 75, 337 [1930]; Dtsch. Reichs-Pat. 593673 (Chem. Zbl. 1984 I, 2621). 
Kirk-Othmer, Encyclopedia of chemical technology, Vol. 2, S. 293 [1948]. 

4 A. Einhorn u. H. v. Diesbach, Liebigs Ann. Chem. 359, 158 [1908]. 
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Beschreibung der Versuche 


345 mg (15 mMol) Natrium werden in 7,0 ccm destilliertem n-Butanol durch 
Erhitzen unter RiickfluB gelést. Dazu fiigt man 300 mg (5 mMol) Harnstoff und 
bringt denselben durch kurzes Schiitteln auf dem siedenden Wasserbad in Lésung, 
Nach Zufiigen von 2,7 g (10 mMol) Diathy!malonsaure-dibutylester® schit. 
telt man durch und erhitzt das Gemisch 7 Stdn. auf 100°. Nach dem Abkihlen wird 
die Mischung, in der sich das gebildete Na-Veronal als weiBer Niederschlag abge. 
schieden hat, mit 3,0 com Wasser versetzt und in einen Scheidetrichter iibergefiihrt. 
Die waBrige Phase, in der das Na-Veronal gelést ist, wird abgetrennt und direkt in 
eine Mischung von 1,4 ccm konz. Salzséure und 6 cem Wasser eingeriihrt. Die orga. 
nische Schicht wird noch viermal mit je 1 cem Wasser nachgewaschen (A). Das in der 
Salzsiurelésung abgeschiedene Veronal wird nach '/,-stdg. Stehenlassen im Eisbad 
abfiltriert und einige Male mit wenig Wasser gewaschen (B). Man erhalt 670 mg 
(73% d. Th.) Veronal, Schmp. 190° (Lit.: 191°, Fischer u. Dilthey’). Zur Mutter. 
lauge (B) wird die Waschlauge (A) zugefiigt und das Gemisch bei Wasserbadtempe. 
ratur zur Trockene eingedampft. Der aus Natriumchlorid und Veronal bestehende 
Riickstand wird mit siedendem Chloroform extrahiert, das man bis zur beginnenden 
Kristallisation einengt. Durch Kiihlung auf — 60° erhalt man dann weitere 50 mg 
(5% d. Th.) Veronal vom Schmp. 190°. Bei Verdoppelung des obigen Ansatzes |a8t 
sich die Gesamtausbeute auf 87—89% d. Th. steigern. Voraussetzung fiir die Er. 
reichung der angegebenen Ausbeuten ist das Arbeiten unter sorgfaltigstem 
WasserausschluB. 

Aus 300 mg (5 mMol) Harnstoff (120 mg Harnstoff-[14C], spezif. Aktivitat 
0,7 mC/mMol; 180 mg inaktiver Harnstoff) wurden nach der angegebenen Methode 
720 mg Veronal-[2-"C] (78,5% d. Th.) erhalten (spezif. Aktivitaét 0,28 mC/mMol) 


Zusammenfassung 


Die Synthese von Veronal-{2-C] aus Diathylmalonester und 
Harnstoff-[44C] in n-Butanol und n-Na-Butylat wird beschrieben. 


Summary 


The synthesis of barbital-2-“C is described starting from diethyl 
malonate and urea-!4C in n-butanol and sodium n-butoxide. 


5 Dargestellt nach Dtsch. Reichs-Pat. 594681 bzw. Franz. Pat. 758643 (Chem. 
Zbl. 1984 I, 2825/26). 
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Uber Ommochrome 
V. Mitteilung! 


Xanthommatin, ein Augenfarbstoff der Schmeiffliege 
Calliphora erythrocephala 


Von 
Adolf Butenandt und Gerhard Neubert 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitit, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1955) 
Alfred Kihn zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die besonders im Reich der Insekten verbreiteten Ommochrome 
sind Endprodukte des Tryptophan-Stoffwechsels. Der erste Vertreter 
dieser Farbstoffklasse, dessen Struktur geklart werden konnte, liegt im 
Xanthommatin vor?. Xanthommatin wurde aus dem Schlupf- 
sekret des kleinen Fuchses (Vanessa urticae) isoliert*?; es kann in vitro 
durch Oxydation von 3-Oxy-kynurenin* gewonnen werden, wodurch 
seine Natur als Ommochrom gesichert wurde. Es handelt sich um den 
Phenoxazon-Farbstoff der Struktur I. 

Bevor wir die Struktur des Xanthommatins kliren konnten, war die 
Bildung der Ommochrome aus Tryptophan nur fiir die in Insektenaugen 
abgelagerten Pigmente dieser Klasse streng be- 
wiesen. In der vorliegenden Mitteilung beschrei- 
ben wir die Isolierung des Xanthommatins aus 
den Augen der SchmeiBfliege Calliphora erythro- 
cephala und zeigen damit, daB das Xanthommatin 
in der Tat auch ein Augenfarbstoff ist! 

E. Becker® beschrieb 1942 die Isolierung AAA 
eines nicht einheitlichen Farbstoffes aus Calli, | | | 
phora-Augen, dem er den Namen Phiommatin “\9/’\o 
gab. Nach den vorliegenden Befunden entspricht 
das Phiommatin im wesentlichen dem Xanthommatin. Xanthommatin 
ist der einzige lésliche Farbstoff in den Kopfen der Calliphora. 


I 


1 [.—IV. Mitteilg.: Liebigs Ann. Chem. 586, 217, 229; 588, 106; 590, 75 

[1954]. 

2 A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. R, J. T. Cromartie, Liebigs 
Ann. Chem. 590, 75 [1954]. 

3 A. Butenandt, U.Schiedt, E. Biekert u. P. Kornmann, Liebigs 
Ann. Chem. 586, 217 [1954]. 
19 4 A. Butenandt, U. Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 588, 106 

54]. : 

5 E. Becker, Z. induktive Abstammungs- u. Vererbungslehre 80, 157 [1942]. 
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Adolf Butenandt und Gerhard Neubert, Bd, 301 (1955) 
Die abgeschnittenen frischen Fliegen-Ko6pfe wurden mit Wasser 
homogenisiert, wobei der Farbstoff neben einem betrachtlichen Antej] 
an EiweiB in Lésung geht. Die wiBrige Lésung wurde zentrifugiert und 
nach dem Abtrennen der EiweifBbestandteile durch Einleiten von 
Schwefeldioxyd angesauert. Nach einiger Zeit fiel der Farbstoff in Form 


des leicht zum Xanthommatin wieder oxydierbaren Hydroxanth- 
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Abb. 1. UV-Spektren von synthet. Xanthommatin, py 7,0 ( )» 
von Xanthommatin aus Calliphora px 7,0 (------ ). 


ommatins in roten Flocken aus. Er wurde abzentrifugiert und durch 
Umfallen und Umkristallisation gereinigt. Aus 7800 Calliphora-K6pfen 
wurden 19 mg an reinem Xanthommatin erhalten. Die Identifizierung 
erfolgte durch Aufnahme der UV- und IR-Spektren, durch papier- 
chromatographischen Vergleich mit synthetischem Xanthommatin in 
den Systemen Kollidin-Lutidin- Wasser (1 :1 :2)* und Kollidin/m/2-Kalium- 
dihydrogenphosphat (2:3)** sowie durch einen alkalischen Abbau zur 
Xanthurensaéure. Abb. 1 und 2 zeigen die UV-Spektren von syntheti- 


schem Xanthommatin und von Xanthommatin aus Calliphora-Augen in 
Pufferlésung vom px 7,0 bzw. in 5-n.HCl. 


* Im folgenden abgekiirzt mit CLW. 
** Im folgenden abgekiirzt mit CP. 
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DaB das Xanthommatin der Augen 



















“CH, -CH: 
im Stoffwechsel tatsichlich aus Tryptophan a "eee ws ve 
entsteht, konnten wir iiberdies durch In-— \Ay/ NH, 
jektion von £-“C markiertem Trypto- H Il 


phan (II)® in Calliphora-Puppen und Un- 
tersuchung des gebildeten Augenfarbstoffes auf Radioaktivitat beweisen. 
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Abb. 2. UV-Spektren von synthet. Xanthommatin in 5-n.HCl (———), 
von Xanthommatin aus Calliphora in 5-n.HCl (------ ). 


Da mit der oben beschriebenen waBrigen Extraktion nur ein Teil des 
Xanthommatingehaltes der Calliphora-K6pfe erfaBt wird, suchten wir 
fiir die Isolierung des radioaktiv markierten Farbstoffes nach einem 
besseren Verfahren: Dabei zeigte es sich, daB die Extraktion des Farb- 
stoffs mit SO,-haltigem salzsaurem Methanol quantitativ verlauft. In 
diesem Lésungsmittel ist das Hydroxanthommatin bei Zimmertempe- 
ratur bestandig. Die mit dieser Methode erhaltene Ausbeute an Xanth- 
ommatin entspricht einem Farbstoffgehalt von etwa 48 y pro Tier. 


6 Herrn Prof. Dr. F. Weygand danken wir herzlich fiir die Uberlassung von 
MC-markiertem Tryptophan. 


8* 
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140 Calliphora-Puppen wurde im beginnenden Puppenstacium 


eine Ringerlésung von markiertem Tryptophan injiziert. Aus den 
K6pfen der geschliipften Fliegen wurde das Xanthommatin isoliert. Zur 
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Abb. 3. Radioaktivitat des Papierchromatogramms im System CP. 
Abszisse: Wanderungsstrecke, Ordinate: Impulse/Minute. 
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Abb. 4. Radioaktivitat des Papierchromatogramms im System CLW. 
Abszisse: Wanderungsstrecke, Ordinate: Impulse/Minute. 


Bestimmung der Radioaktivitaét wurde ein Papierchromatogramm in den 
Systemen CLW und CP entwickelt. Die Radioaktivitat ging der Konzen- 
tration des Farbstoffes véllig parallel. In Abb. 3 ist die Auswertung des 
Chromatogrammes in CP, in Abb. 4 in CLW wiedergegeben. In dem 
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alkalischen System CLW zersetzt sich das Xanthommatin wahrend der 
Wanderung allmahlich*. In Abb. 4 kommt daher das 1. Maximum der 
Radioaktivitat bei 6 cm Wanderungsstrecke dem noch unveranderten 
Xanthommatin zu, wahrend sich die weniger schnell wandernden Zer- 
setzungsprodukte durch den Abfall der Intensitat zwischen 2,5 und 5,5 em 
manifestieren. 


Beschreibung der Versuche 


Isolierung von Xanthommatin aus den Augen 
von Calliphora erythrocephala 


7800 Képfe wurden mit 200 ccm Wasser homogenisiert und die gelbbraune 
Lésung durch Zentrifugation vom Ungelésten abgetrennt. Der Riickstand wurde 
insgesamt noch 6mal mit je 100 com Wasser extrahiert. Die vereinigten waBrigen 
Lésungen wurden nach Zusatz von 100 ccm m/10-Phosphatpuffer vom py 7,5 durch 
Schiitteln mit 400 ccm Butanol enteiweiBt. Der Zusatz von Pufferlésung verhinderte 
Emulsionsbildung. Das ausgefallene EiweiB wurde abzentrifugiert, der waBrige 
Uberstand mit 100 ccm Ather ausgeschiittelt und durch Einieiten von Schwefel- 
dioxyd kongosauer gemacht. Das in roten Flocken ausfallende Hydroxanthommatin 
wurde abzentrifugiert und mehrmals mit stark verdiinnter schwefliger Saure ge- 
waschen. Insgesamt wurden 82 mg Farbstoff erhalten, der zur weiteren Reinigung 
in 20 com m/20-Phosphatpuffer vom py 7,5 aufgenommen wurde, wobei durch 
Zentrifugation vom Ungelésten abgetrennt wurde. Zur vollstandigen Entfernung 
von Eiwei8 wurde nochmals mit 20 ccm Butanol geschiittelt und erneut wie oben 
aufgearbeitet: Ausbeute 73 mg Hydroxanthommatin. 

Zur Reinigung wurde der Farbstoff aus salzsaurem Methanol 2mal wie folgt 
unkristallisiert: 73 mg Hydroxanthommatin wurden in 14 ccm Methanol unter 
Zusatz von 1 ccm konz. Salzséure unter kurzem Erwarmen gelést, iiber ein ge- 
hartetes Filter filtriert und bei 60—70° mit heiBem Wasser auf das doppelte Vo- 
lumen verdiinnt; dann wurde Schwefeldioxyd eingeleitet und bei 0° belassen. Der 
Niederschlag wurde abgesaugt, mit schwefligsaurem Methanol, verdiinnter schwef- 
liger Saure und Aceton gewaschen: Ausbeute 19 mg. 

Alkalischer Abbau: 2 mg Farbstoff wurden mit 2 ccm 1-n.NaOH 2 Stdn. 
auf dem Wasserbad erhitzt und anschlieBend zur Trockne eingedampft. Der 
Riickstand wurde mit 1 ccm salzsaurem Methanol extrahiert und zur Trockne 
eingedampft. Die durch den Abbau entstandene Xanthurensaure wurde papier- 
chromatographisch nachgewiesen. 


Isolierung von radioaktivem Xanthommatin aus Calliphora-Képfen 
nach Injektion von “C-markiertem Tryptophan 


140 Calliphora-Puppen wurden im beginnenden, noch hellbraunen Puppen- 
stadium mit je 2 mm® einer Lésung von 1 mg “C-markiertem Tryptophan in 
0,3 ccm 6-proz. Ringerlésung injiziert. Die Puppen wurden im Brutschrank bei 
25° aufbewahrt. Nach 10—12 Tagen waren 93 Tiere geschliipft. Die Képfe wurden 
nacheinander mit 20 ccm Methanol, 50 cem Aceton und 10 ccm schwach schweflig- 
saurem Methanol verrieben und jeweils abgesaugt. Die Filtrate sind teilweise durch 
EiweiBstoffe getriibt. AnschlieBend wurde das Xanthommatin aus den so vorbe- 
handelten Képfen mit 2mal 10 ccm salzsaurem, SO,-haltigem Methanol (0,5% HCl) 
herausgelést. Die Lésung wurde filtriert und bei 20° auf 20 ccm eingeengt. Es wurde 
80, eingeleitet und mit 20 ccm Wasser versetzt, wobei das Hydroxanthommatin 
in roten Flocken ausfiel. Nach dem Abzentrifugieren und Waschen wurde in 5 ccm 
m/15-Phosphatpuffer vom px 7,5 gelést, die gelbbraune Lésung mit 50 cem Wasser 
verdiinnt und erneut durch Einleiten von SO, ausgefallt. Nach nochmaligem Um- 
fallen wurden 4,5 mg Hydroxanthommatin erhalten, das durch UV-Spektren 
und IR-Spektren charakterisiert wurde (Abb. 1 und 2). 
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Bestimmung der Radioaktivitait im Papierchromatogramm: Je 
250 y des so erhaltenen Farbstoffes wurden als 2 cm langer Streifen auf der Start- 
linie aufgetragen und die Papierchromatogramme in den Systemen CLW und CP 
entwickelt. Die Laufzeit betrug etwa 16 Stdn. Die Auswertung der Papierchroma- 
togramme mit dem Geiger-Zahlrohr zeigen Abb. 3 und Abb. 4. Die Zahl der Impulse 
pro 5 Min. wurde bei Spaltbreiten von 0,5 und 1 cm gemessen. 


Fiir die Aufnahme der UV-Spektren danken wir Frl. G. Schild. 


Zusammenfassung 


Der bisher nur aus dem Schlupfsekret von Vanessa urticae isolierte 
Ommochromfarbstoff Xanthommatin (I) wurde aus den Augen der 
SchmeiBfliege Calliphora erythrocephala in reiner Form isoliert. 

Durch Injektion von radioaktiv gekennzeichnetem Tryptophan (II) 
an Calliphora-Puppen und Bestimmung der Radioaktivitaét des aus den 
geschliipften Fliegen extrahierten Xanthommatins wurde auf neuem 
Wege bewiesen, daB das Ommuchrom Xanthommatin ein Endprodukt 
des Tryptophanstoffwechsels ist. 


Summary 


The ommochrome dyestuff xanthommatin (I) previously iso- 
lated from the secretions of Vanessa urticae was isolated in pure form 
from the eyes of the blowfly Calliphora erythrocephala. 

It was shown by means of injection of radioactive labelled trypto- 
phan (II) in Calliphora pupae and estimation of the radioactivity of the 


xanthommatin extracted from the newly hatched flies that the ommo- 
chrome xanthommatin is a final product of the tryptophan metabolism. 
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schrift zum 60. Geburtstag von A. I. Virtanen, 8. 275 [1955]. 
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Uber Ommochrome 
VI. Mitteilung ! 
Zur Genese von Rhodommatin und Ommatin C 
Von 
Adolf Butenandt und Riidiger Beckmann 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-Chemischen Institut 
der Universitat, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1955) 
Alfred Kiihn zum 70. Geburtstag gewidmet 


Mit Hilfe von “C-markiertem Tryptophan gelang der eindeutige 
Nachweis, daB das Xanthommatin in den Augen der SchmeiBfliege 
(Calliphora erythrocephala) als Ommochromfarbstoff ein Endprodukt 
des: Tryptaphanstoffwechsels darstellt!. 

In dem Schlupfsekret des Falters Vanessa urticae wird das 
Xanthommatin von Rhodommatin und Ommatin C begleitet. 
Diese beiden Farbstoffe zeigen die fiir Ommatine nach Becker? 
charakteristischen Gruppeneigenschaften nicht: Das Redoxverhalten 
und die Alkalilabilitaét. Einen Hinweis, daB Rhodommatin dennoch ein 
,Ommochrom“ ist, aus 3-Oxy-kynurenin entsteht und strukturell mit 
dem Xanthommatin verwandt ist, gab jedoch der papierchromato- 
graphische Nachweis von Xanthurensdéure beim alkalischen Abbau*. 
Fiir Ommatin C konnte dieser Nachweis noch nicht gefiihrt werden, da 
die zur Verfiigung stehende Substanzmenge zu gering war. 

Die Injektion von 4C-markiertem Tryptophan bzw. Kynurenin in 
Vanessen-Raupen und die Untersuchung der Farbstoffe des Falter- 
Schlupfsekretes auf Radioaktivitét bot nun auch hier die Méglichkeit, 
deren Genese zu klaren. 


Die Darstellung des 4C-markierten Kynurenins (I) ist an anderer Stelle aus- 
fiihrlich beschrieben‘. Fiir die Bereitstellung des B-14C-markierten Tryptophans (I) 
danken wir Herrn Prof. F. Wey gand herzlich. 


pr / 1CO-CH,-CH-CO,H ae /MCH,CH-CO,H 
‘N NH, “ y NH, 
VNNA, VAN 

I ee 


1 VY. Mitteilg.: s. A. Butenandt u. G. Neubert, diese Z. 301, 109 [1955], 
vorhergehende Arbeit. 

2 EK. Becker, Z. Vererbungslehre 80, 157 [1942]. 

3 A. Butenandt, U.Schiedt u. E. Biekert, Liebigs Ann. Chem. 586, 229 
[1954]. 

4 A, Butenandt u. R. Beckmann, in ,,Biochemistry of Nitrogen‘, Fest- 
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Die Injektion in die Raupen wurde 1—2 Tage vor ihrer Verpuppung 
durchgefihrt, da zu diesem Zeitpunkt die Ommochrombildung am 
intensivsten ist®. Bei der Aufarbeitung des Schlupfsekrets hielten wir ung ih: 
im wesentlichen an die friiher gegebene Vorschrift®. in 
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Abb. 1. Radioaktivitat der Farbstoffe nach Injektion]von “C-markiertem Trypto- pre 
phan. a) Xanthommatin, b) Rhodommatin, c) Ommatin C. Abszisse: Wanderungs- On 
strecke, Ordinate: Impulse/Min. 
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Abb. 2. Radioaktivitat der Farbstoffe nach Injektion von “C-markiertem Kynu- 
renin. a) Xanthommatin, b) Rhodommatin, c) Ommatin C. Abszisse: Wanderungs- 
strecke, Ordinate: Impulse/Min. 


In den Abb. 1 und 2 ist die Auswertung der Chromatogramme wieder- 
gegeben: Die Maxima der Radioaktivitat fallen mit den Farbflecken des 
Xanthommatins, Rhodommatins und des Ommatins C eindeutig zu- 
sammen. Damit ist bewiesen, daB alle bisher aus dem Schlupfsekret von 
Vanessa urticae isolierten Farbstoffe sich tatsichlich vom Tryptophan 
bzw. Kynurenin ableiten, d. h. ,,Ommochrome“ darstellen. 


> R. Wolfram, Dissertat. Tiibingen, 1949. 
8 A, Butenandt, U. Schiedt, E. Biekert u. P. Kornmann, Liebigs Ann. 
Chem. 586, 217 [1954]. 
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pung Beschreibung der Versuche 

am 60 Raupen des ,,Kleinen Fuchses‘ (Vanessa urticae) wurden 1—2 Tage vor 
Uns ihrer Verpuppung je 10—15 mm einer 1-proz. Lésung von C-Kynureninsulfat 


injiziert — das entspricht einer Menge von 100—150 y pro Tier. Auf gleiche Weise 
wurden 60 Raupen mit je 135—200 y “C-Tryptophan behandelt, das sind 20—30 
mm? einer Lésung yon 6,7 mg in 1 ml. 

Das in Zellstoff aufgefangeneSchlupfsekret wurde mit Wasser eluiert und die 
tiefrote, waBrige Lésung durch Einleiten von Schwefeldioxyd auf pq 2 angesauert. 
Dabei fielen die Farbstoffe in Form roter Flocken aus. Diese wurden abzentri- 
fugiert, mit verd. schwefliger Saure gewaschen-und durch mehrmaliges Umfiallen 
gereinigt. Zur Bestimmung der Radioaktivitat wurden die Papierchromatogramme 
im System Kollidin/m/2-Kaliumdihydrogenphosphat (1: 2) entwickelt. 


Zusammenfassung 


Nach Injektion von radioaktiv markiertem Tryptophan oder Kynu- 
renin an Raupen des Kleinen Fuchses (Vanessa urticae) und Bestimmung 
der Radioaktivitaét der aus dem Schlupfsekret der Falter durch Papier- 
chromatographie getrennten Farbstoffe wird bewiesen, daf nicht nur im 
Xanthommatin, sondern auch im Rhodommatin und Ommatin C End- 

pto- produkte des Tryptophanstoffwechsels vorliegen. Rhodommatin und 
ngs- Ommatin C sind ,,Ommochrome“, obwohl sie einige Kennzeichen nicht 
geben, die bisher fiir diese Farbstoffklasse als charakteristisch galten. 


Summary 


Radioactive labelled tryptophan or kynurenin is injected into cater- 
pillars of the Small Tortoiseshell (Vanessa urticae). It is shown by deter- 
mination of the. radioactivity of the dyestuffs separated from the secre- 
tions of the butterfly by paper chromatography, that rhodommatin and 
ommatin C as well as xanthommatin are final products of the tryptophan 
metabolism. Rhodommatin and ommatin C are ommochromes although 
they do not exhibit some of the properties previously regarded as charac- 
teristic of this class of dyestuff. 
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Stoffwechselversuche mit Fettsiuren mittlerer Kettenlange 
I. Mitteilung 
Fettséuren mittlerer Kettenlange im Hautstoffwechsel 
Von 
Giinther Weitzel*, Harald Schén, Friedrich Gey und Hans Kalbe 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1955) 


Die Gruppe der Fettsiuren mittlerer Kettenlange, zu denen 
wir die Monocarbonsaéuren mit etwa 8—12 Kohlenstoffatomen rechnen, 
weicht in ihrem biologisehen Verhalten vielfach von demjenigen der 
hodheren Fettsiuren ab; so daB wir! den mittleren Fettsiuren eine 
biologische Sonderstellung zuschreiben. 


In der menschlichen Nahrung kommen mittlere Fettsiuren nur in geringen 
Mengen vor, da lediglich zwei der iiblichen Speisefette, Milchfett (bzw. Butter) und 
die Samenfette von Pflanzen (Kokos- und Palmkernfette), kleine Anteile dieser 
Fettsaéuren enthalten. In den Fettdepots des Tierkérpers fehlen Fettsauren 
mittlerer Kettenlange bis auf wenige Ausnahmen fast vollig. Zu diesen Ausnahmen 
loorgeon z. B. das Kopfol des Spermwals, welches rd. 3,5% Decansaure und rd. 

16% Dodecansaure enthalt?, sowie das ©] der mexikanischen Seeschildkréten, in 
welchem man bis zu 1% Decan- und bis zu 15% Dodecanséure fand*. Auch das 
einer speziellen physiologischen Funktion angepaBte Biirzeldriisenfett der Vogel 
sei hier erwahnt, da es z. B. bei Enten rd. ein Dritte] der Fettsauren in Form mitt- 
lerer Kettenlangen enthalt, die allerdings methylverzweigt und mit Octadecanol 
verestert sind‘. Gerad- und ungeradzahlige freie Fettsiuren von C, an aufwirts 
wurden in der behaarten menschlichen Kopfhaut gefunden>. Wahrend in den Kor. 
perfetten von Landsiugetieren Spuren von Dodecanséure® mehrfach nachgewiesen 
wurden, lieB sich Decansaure in Spuren aus Hammelfett isolieren’. 

Die Sonderstellung verfiitterter mittlerer Fettsiuren im Stoffwechsel geht 
z. B. daraus hervor, daB sie nach der Darmwandpassage nicht wie die héheren 
Fettsiuren iiber die Lymphbahn abtransportiert werden, sondern gréBtenteils iiber 
die Vena portae direkt die Leber erreichen®. Die bei Fettsiuren mittlerer Ketten- 
lange beobachtete w-Oxydation stellt eine weitere stoffwechselphysiologische Be- 


1 G. Weitzel, Dtsch. Med. Wschr. 75, 1616 [1950]. 
2 T. P. Hilditch u. J. A. Lovern, J. Soc. chem. Ind. 47, 105 T [1928]; 48, 
359, 365 T ” nega T. G. Green u. T. P. Hilditch; Biochem. J. 82, 681 [1938]. 
3 J. F. Giral, M. L. Cascajares u. A. Marquez, Arch. Biochemistry 16, 
177—193 [1948]. 
4G. Weitzel u. K. Lennert, diese Z. 288, 251 [1951]; G. Weitzel, A.-M. 
Fretzdorff, J. Wojahn u. J. Goubeau, diese Z. 291, 29 [1952]. 
5 A.W. Weitkamp, A.Smiljanic u. 8S. Rothman, J. Amer. chem. Soc. 
69, 1936 a bege ds 
T. P. Hilditch, The chemical constitution of natural fats. London 1947. 
of R. P. Hansen u. N. J. Cooke, Biochem. J. 54, 14 [1953]. 
8 B. Bloom, I. L. Chaikoff u. W. O. Reinhardt, Amer. J. Physiol. 166, 
451 [1951]. 


* Jetzige Anschrift: (16) GieBen, Physiologisch-Chemisches Institut der 


Justus-Liebig-Hochschule. 
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sonderheit dar: Nach Belastung mit solchen Sauren erscheinen kleine Anteile der 
gugefiihrten Mengen in Form von Dicarbonsauren gleicher Kettenlinge oder paarig 
verkiirzt im Harn (Literaturiibersicht siehe |. c.1 u. ®). Das fast véllige Fehlen mitt- 
lerer Fettséuren in den Fettdepots des Tierkérpers (s..o.) fiihrte zu der Frage, ob 
durch reichliche Verfiitterung solcher Fettsiuren eine Anreicherung mittlerer 
Kettenlangen in den Depots zu erzielen ist. Fiir Laurinsaure ist diese Frage zu 
bejahen, nicht aber fiir Caprylsaure. Dies geht aus den Fiitterungsversuchen von 
Powell! an Ratten mit Trilaurin und Tricaprylin hervor: Nach Trilaurin (25% 
der Kost) entfielen rd. 25% der Fettsiuren des Depotfettes auf Laurinsaéure, nach 
Tricaprylin (ebenfalls 25% der Kost) lieBen sich im Depotfett héchstens Spuren von 
Caprylsdure auffinden. 

In der Mikrobiologie sind mittlere Fettsiuren durch ihre wachstumshem- 
menden Effekte bekannt geworden. Pathogene Hautpilze z. B. werden durch diese 
Fettsiuren im Wachstum gehindert", so daB das regelmaBige Vorkommen mittlerer 
Fettsiuren im Haarfett vielleicht als natiirlicher Schutz aufzufassen ist5. Bemer- 
kenswert sind weiterhin die betrichtlichen wachstumshemmenden Eigenschaften, 
welche mittlere Fettsaiuren gegeniiber siurefesten Bakterien, insbesondere Tuberkel- 
bazillen, entfalten?! 12, : 


Bei der lokalen Anwendung mittlerer Fettsiuren in der Therapie 
von Dermatosen machten wir!* 14 einige Beobachtungen, die auf eine 
besondere Rolle mittlerer Fettsiuren im Hautstoffwechsel hin- 
deuteten. Auch bei oraler Zufuhr blieben die. Hauteffekte mittlerer 
Fettsiuren erhalten, so daB eine Untersuchung der Zusammensetzung 
des Hautfettes nach oraler Verabreichung mittlerer Fettsiuren vom 
stoffwechselphysiologischen Standpunkte aus lohnend erschien. In der 


| vorliegenden Arbeit befassen wir uns daher mit der Frage, ob verfiit- 


terte mittlere Fettsiuren bis in die Haut gelangen und 
dort gegebenenfalls angereichert werden. Wir ernahrten Ratten 
mit Glyceriden mittlerer Fettséuren und bestimmten im Vergleich zu 
Kontrolltieren den Gehalt des aus der Haut extrahierten Fettes an mitt- 
leren Fettséuren. Zum Vergleich untersuchten wir bei allen Tiergruppen 
auch das in der Unterhaut befindliche Fett. Zugleich stellten wir fest, 
ob bei gew6hnlicher Kost das Inhaltsfett der Haut von Ratten 


_ und Menschen von sich aus bereits Fettsiuren mittlerer Kettenlange 


enthalt. 
Methodik 


Substanzen: Alle benutzten mittleren Fettsiuren entstammten natiirlichem 
Ausgangsmaterial (Kokos- oder Palmkernfett). Man verwandte zum Teil Tri- 
glyceride einheitlicher mittlerer Fettsiuren, zum Teil ein Mischglycerid der Fett- 


| siuren Cz, Cy) und C4. Das letztere, ein farbloses, diinnfliissiges Ol, besteht ganz 


iberwiegend aus gemischt-siurigen Triglyceriden. VZ = 295, JZ = 10. Fiir sorg- 
filtige Herstellung und Uberlassung der Fettsaure-glyceride danken wir den Im- 


| hausen-Werken, Witten (Ruhr). 





® K. Bernhard u. H. Lincke, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 4, 188 —334 


F (1945). 


10 M. Powell, J. biol. Chemistry 89, 547 [1930]. 

11 G, Weitzel u. E. Schraufstatter, diese Z. 285, 230 [1950]. 

12 G. Weitzel, diese Z. 288, 174 [1951]. 

13 G. Weitzel u. O. Nast, Hautarzt 2, 356 [1951]. 

4G, Weitzel u. O. Nast, Dermatol. Wschr. 124, Heft 42 [1951]. 
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Kennziffern und Aquivalentgewichte: Fraulein Dr. Fretzdorff 
(Med. Forsch.-Anstalt, Biochem. Abt.). Jodzahlbestimmung nach Margoscheg 
und Neufeld}. 

Fitterungsversuche und Fettgewinnung: Ratten (Laboratoriums. 
stamme, Sprague-Dawley oder Wistar) in Gruppen zu meist 10 Tieren erhielten ge. 
wohnliches Stallfutter, dem je nach Versuchsanordnung Fettgaben bis zu 37% des 
Gesamtfutters beigemischt wurden. Die Tiere nahmen wahrend der Versuchezeit 
leicht an Gewicht zu. Nach Versuchsende, d. h. nach 21 Tagen, wurden die Tiere 
in ieichter Athernarkose durch Decapitieren getétet und die Haut sauber vom 

subcutanen Fettgewebe getrennt. Die in kleine Streifen zerschnittene Haut extra- 
hierte man zweimal mit heiBem Aceton durch 1-stdg. riickflieBendes Kochen. Wei- 
tere Extraktion im Soxhlet mit Ather erwies sich als unnétig. Der von der Haut 
abfiltrierte Acetonauszug wurde durch Destillation vom Aceton befreit, der Riick- 
stand mit Atheraufgenommen und eine etwaige waBrige Schicht abgetrennt. Nach 


Abdestillieren des Athers wurde das Unterhautfett durch Acetonextraktion und er. | 


schépfende Extraktion im Soxhlet mit Ather gewonnen. 

Aufarbeitung des Fettes: Die aus der Haut bzw. der Unterhaut erhaltenen 
Fettmengen wurden gewogen und Verseifungs- und Jodzahl bestimmt. Je 5 oder 
10 g des Fettes verseifte man mit athanol. Lauge (4,6 g Natrium in 150 ccm absol, 
Athanol) durch 2-stdg. Kochen unter Riihren, danach gab man 30 ccm Wasser zu 
und lieB nochmals 2 Stdn. sieden. Nach Zugabe von 120 ccm Wasser entfernte man 
das Unverseifbare aus der alkalischen Loésung mit Petrolather, destillierte Petrol- 
atherreste und Athanol aus der alkalischen Lésung ab und sauerte mit Schwefel- 
saure an. Die anschlieBende Wasserdampfdestillation fiihrte man bei einer Ausgangs- 
menge von 5 g Fett bis zu einem Destiilat-Volumen von 500 ccm, bei 10 g Fett bis 
zu 1000 ccm. Das Wasserdampfdestillat alkalisierte man mit Natronlauge und engte 
auf dem Wasser- oder Sandbad auf 50 ccm ein. Nach Ansauern mit Salzsaure 
schiittelte man die Fettsiuren mit Petrolither aus, trocknete die petrolatherische 
Lésung mit Natriumsulfat, filtrierte und destillierte den Petrolather iiber eine 1 m 
lange Raschig-Kolonne bis auf 20 ccm ab. Dieses Volumen wurde quantitativ in 
ein gewogenes 50-ccm-Spitzkélbchen iibergefiihrt und der Petrolither in einem 
Wasserbad von 50° mittels vorgetrockneten Luftstroms verjagt. Wagung des Riick- 
standes und Bestimmung des Aquivalentgewichtes. 

Zur Wasserdampfdestillation: Die Wasserdampf-Fliichtigkeit der Mono- 
carbonséuren nimmt bekanntlich mit wachsender Kettenlange ab, sie ist jedoch 
auch bei den héheren Sauren (iiber C,,) noch betrachtlich. Unter unseren Versuchs- 
bedingungen (100 ccm Wasserdampfdestillat pro 1 g eingesetztes Fett) finden sich 
im Destillat Gemische mittlerer und héherer Fettsiuren. Siehe hierzu unsere frii- 
heren Modellversuche"*, wo unter ahnlichen Bedingungen 75% der eingesetzten 
Myristinsdure und fast 20% der eingesetzten Palmitinséure mit Wasserdampf iiber- 
gingen. Will man aus der Menge der erhaltenen wasserdampfliichtigen Fettsauren 
auf das Vorhandensein mittlerer Kettenlangen schlieBen, so ist stets das mittlere 
Aquivalentgewicht der fliichtigen Sauren sowie ihre papierchromatographische 
Auftrennung zu beriicksichtigen. 

Papierchromatographische Methodik (H. Kalbe): In Erweiterung der 
bereits friiher!’ mitgeteilten Methodik zur PCG von Dicarbonsaiuren und Monocar- 
bonsauren wurde in der vorliegenden Arbeit in folgender Weise verfahren: Papier- 
sorten Schleicher & Schiill 2043b bzw. 2045b, senkrecht zur Maschinenrichtung, 
mit Salz- und FluBsaéure gewaschen. Lésen der Fettsiuren in 0,5-n. ammoniaka- 
lischem Athanol. Technik des Auftragens s.1.c.!”. Lésungsmittelgemisch: Methyl- 
athyl-keton + 3-n.NH,OH 4:1 (v/v) ( (organische Phase). Durchlaufchromato- 
gramm; Laufzeit: 40 —50 Stdn. Die entwickelten Bogen wurden im Luftstrom bei 
Zimmertemperatur getrocknet, danach 5—10 Min. auf 150° erhitzt und zum 

15M. Margosches u. E. Neufeld, Chem.-Ztg. 50, 210 [1926'. 

16 G. Weitzel, diese Z. 287, 286 [1951]. 

17 H. Kalbe, diese Z. 297, 19 [1954]. 
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Sichtbarmachen der Fettséuren bis C,) mit Methylrot-Indikatorlésung bespriiht. 
Nach kurzem Trocknen wurde mit waBriger 0,04-proz. Nilblausulfat-Lésung1* 1° 
bespriiht. 0,1-proz. waBrige Lésung von Rhodamin B sowie andere untersuchte 
Farbstoffe gaben schlechtere Ergebnisse als Nilblausulfat. In geniigender Menge 
aufgetragen, wird das Nilblausulfat bei den Séuren C,—C,, im Zentrum des Flecks 
angereichert. AuBerdem treten bei den Séuren C,—C,, unabhangig von der Kon- 
zentration groBe weiBe Héfe auf. Dabei nimmt die GréBe des Hofes bei Verwendung 
aquivalenter Sauremengen mit wachsender Kettenlange bis zu einem Maximum bei 
(4) zu und bis C,, wieder ab. | 

Die auf:Caprylsiure bezogenen R-Werte (Rc) betragen auf S. & S.-Papier 
2045b: 





Um die Mengen der untersuchten Fettséuren abschatzen zu kénnen, lie} man 
bekannte Mengen der in Frage kommenden Fettsaéuren als Vergleichssubstanzen 
nitlaufen. 0,5—1,0 Mikromol Fettsaiure sind sehr deutlich nachweisbar; Mengen 
dieser GréBenordnung sind in den folgenden Tabellen mit ++ bezeichnet. Die 
untere Nachweisgrenze liegt um rund eine Zehnerpotenz niedriger, in den folgenden 
Tabellen mit + bezeichnet. Zur PCG wurden stets gleiche Fettsiuremengen ein- 
gesetzt. 


Ergebnisse 


I. Zusammensetzung des Hautfettes 
nach Fitterung mittlerer Fettsiuren 


Um Vergleichsméglichkeiten zu haben, zogen wir auch Ratten- 
gruppen heran, welche an Stelle von Glyceriden mittlerer Fettsiuren 
andere Fette oder welche lediglich Normalfutter erhielten. AuBer- 
dem arbeiteten wir neben dem Hautfett in gleicher Weise auch das Fett 
der Subcutis auf. Tab. 1 zeigt die Ergebnisse von drei Versuchsgruppen: 
Die erste Gruppe erhielt gewdhnliches Stallfutter, die zweite Gruppe 
ein Futter mit einem Zusatz von 37 Gew.-% Schmalz, wahrend die dritte 
ein Futter mit 37 Gew.-% eines Mischglycerides der Fettsaiuren Cg, 
Cio C2 (fortan kurz als 812 bezeichnet) verabreicht bekam. 


Tab. 1. Haut- und Unterhautfett bei verschiedener Nahrung 
(Versuchsdauer 21 Tage, Laboratoriumsratten). 












































Fett Wasserdampffliichtige Fettciuren 
Her- =r 
Nahrung kunft ig S mitt! Fapierchromatographie 
ene ee | ee em eee ae 
ottes | in g BS] eew | cy | Ge | Cu | pthes 
aa +|Haut: 26,7 | 182,0 | 81,6 | 96] 199,0 ~ - +++] 44+ 
ormalfutter*tisnterh.:| 25,5 | 179.9 | so4 | 44| 2372) — Mi ee es 
mit 37% Haut: 17,4 184,1 72,2 1156] 258,0 + + +++ 1.t+++ 
Schmalz** ‘|Unterh.:| 12,3 185,4 69,9 141] 255,0 + + +++i+++ 
6 «+ |Haut: 26,0 193,3 69,5 /456/ 198,22 | +++), 4+4++]/4+4++]4+4++4+ 
mit 37% 812 
a Unterh.:| 19,7 210,6 57,7 (307 | 198,38 ++ +++) ¢4++/ +++ 


* 10 Ratten ** 5 Ratten 


18 H. P. Kaufmann u. J. Budwig, Fette u. Seifen 58, 390 [1951]. 
19 K. Lennert u. G. Weitzel, Z. wiss. Mikroskop. mikroskop. Technik 61, 
20 [1952]. 
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Aus Tab. 1 geht hervor, dai bei Normalfutter und bei Schmalz. 
Diat die Verseifungszahlen des Hautfettes und des subcutanen Fettes 
nur wenig voneinander abweichen, sie liegen sémtlich im Bereich von 
rd. 180—185. Dagegen sind die Verseifungszahlen nach Fiitterung des 
Mischglycerides mittlerer Fettsiuren (= 812) deutlich erhoht. Ein 
ahnliches Bild zeigen die Jodzahlen: Hier finden sich bei der Versuchs. 
gruppe, welche die mittleren Fettsiuren erhielt, im Haut- und Unter. 
hautfett deutlich erniedrigte Werte gegeniiber den beiden anderen 
Gruppen. Da das verfiitterte Mischglycerid mittlerer Fettsauren selbst 
durch hohe Verseifungszahl (rd. 295) und geringe Jodzahl (rd. 10) 
gekennzeichnet ist, so sprechen die Kennziffern der Tab. 1 dafiir, dag 
ein Teil der verfiitterten mittleren Fettsaiuren bis in die 
Haut selbst gelangt ist. 

Hiermit stimmt auch das Ergebnis der Isolierung der wasserdampf.- 
fliichtigen Fettséuren aus den gewonnenen Fettfraktionen iiberein. 
Man erhielt aus je 10g des betreffenden Organfettes aus der Haut 
der bei Normalfutter gehaltenen Ratten rd. 100 mg fliichtige Fettsaiuren 
und aus der mit Schmalz gefiitterten Gruppe rd. 150 mg, wahrend die 
mit dem Mischglycerid mittlerer Fettsiuren gefiitterte Rattengruppe 
erheblich mehr, rd. 450 mg wasserdampffliichtige Fettsiuren in 10g 
Hautfett enthielt. Zu ahnlichen Ergebnissen fihrt eine Betrachtung 
der aus dem Unterhautfett isolierten Mengen wasserdampffliichtiger 
Fettsiuren: Man gewann aus jeweils 10 g Fett bei Normalfutter 44 mg, 
bei Schmalzfiitterung rd. 140 mg, bei Zufuhr mittlerer Fettsauren aber 
rd. 300 mg fliichtige Séuren. Die in Tab. 1 angefiihrten mittleren 
Aquivalentgewichte der isolierten wasserdampffliichtigen Fett- 
sduren lassen ebenfalls erkennen, dai die verfiitterten mittleren Fett- 
sduren in das Haut- und Unterhautfett iibergegangen sind. Denn bei 
Schmalzfiitterung liegt das mittlere Aquivalentgewicht im Bereiche von 
Cy, (256), wahrend es im Fiitterungsversuch mit 812 auf annahernd C,, 
(200) sinkt. Die Tatsache, daB die Aquivalentgewichte der wasser- 
dampffliichtigen Saurefraktionen zum Teil in Bereichen liegen, die fiir 
hdhere Sauren (iiber C,,) sprechen, wurde bereits oben (im Abschnitt 
,,Methodik‘‘) behandelt. 

Das verfiitterte Mischglycerid 812 enthalt etwa gleiche Anteile von 
Capryl-, Caprin- und Laurinsiure. Die in Tab. 1 enthaltenen papier- 
chromatographischen Befunde geben Aufschlu8 iiber die im Haut- 
und Unterhautfett enthaltenen einzelnen mittleren Fettsiuren Es 
bedeutet: + = gering, aber deutlich, +-+ = maBige Mengen, ++-+= 
reichlich vorhanden. In der Normalgruppe fallt auf, daB bereits im 
normalen Hautfett Octan- und Decansiure in geringer Menge vor- 
handen sind, wahrend Dodecansiure in maBigen bis sehr deutlichen 
Mengen auftritt. Das gleiche Bild zeigt die mit Schmalz ernihrte 
Gruppe. Der Nachweis von C,, entspricht den Erwartungen, da seit 
langem bekannt ist, daB von Laurinsiure an aufwarts die Fettsauren 
speicherfahig sind. Unerwartet und iiberraschend ist dagegen das Vor- 
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handensein kleiner Mengen von Octan- und Decanséure im Hautfett 
nach gewohnlicher Kost und nach Schmalzfiitterung, wobei zu beachten 
ist, daB Schmalz praktisch keine mittleren Fettsiuren enthalt. 

Im Fitterungsversuch mit Mischglycerid 812 laBt die 
papierchromatographische Prifung der wasserdampffliichtigen Fett- 
siuren die reichliche Aufnahme der drei Kettenlingen in das Haut- 
und Unterhautfett erkennen. Lediglich Octansaéure war im Unterhautfett 
nur in maéBiger Menge nachweisbar. Die bereits aus den Kennziffern der 
Fette sowie aus Menge und Aquivalentgewicht der fliichtigen Fettsaéuren 
erschlossene Einwanderung der mittleren Fettsiuren in die Haut wird 
durch die Papierchromatographie dahin erginzt, daB nicht etwa nur 
Laurinséure, sondern auch Capryl- und Caprinsaiure in reichlicher 
Menge nachzuweisen sind. 

Die in Tab. 1 zusammengestellten Fiitterungsversuche beziehen 
sich auf die Verabreichung mittlerer Fettséuren in Form eines gemischt- 
siurigen Triglycerides von Capryl-, Caprin- und Laurinséure. Um die 
erhaltenen Ergebnisse zu sichern und zu erweitern, verfiitterten wir in 
weiteren Rattenversuchen Glyceride bzw. Athylester einheitlicher 
Fettsiuren. In Tab. 2 werden zunichst wieder die an der Kontroll- 
gruppe (gewohnliche Stallkost ohne Fettzulage) gewonnenen Daten 
mitgeteilt. Dann folgen zwei Versuchsgruppen, welche reines Octan- 
siure- bzw. reines Decansaure-triglycerid erhielten. Ihnen schlieBt sich 
eine Rattengruppe an, welcher aus Vergleichsgriinden in Form des 
Palmitinsaéure-athylesters eine einheitliche langkettige Fettsaure ge- 
fiittert wurde. Den AbschluB bilden zwei Versuchsgruppen, welche 
korperfremde mittlere Fettsiuren der Kettenlinge C,,, — Undecan- 
siure- und Undecylensiure-triglycerid — verabreicht bekamen. Im 
Gegensatz zu Tab. 1, welche sehr hohe verfiitterte Fettmengen (37% 
der Diat!) ausweist, handelt es sich bei den Versuchen der Tab. 2 um 
Fettzusétze von nur 10 Gew.-% des Gesamtfutters. 

Betrachtet man in Tab. 2 die Spalte der Verseifungszahlen, so 
kommt man zu ahnlichen Ergebnissen wie oben in Tab. 1 nach Verfiitte- 
rung des Mischglycerides 812, welches einen Anstieg der Verseifungs- 
zahlen bewirkt hatte. In Tab. 2 steigt die VZ des Hautfettes vom 
Normalwert (179) durch Zufuhr von Octansaure-triglycerid auf 189 und 
von Decansaure-triglycerid sogar auf 203! Nach Fiitterung von Palmitin- 
siure-ithylester, dessen Kettenlinge etwa dem iiblichen Ko6rperfett 
entspricht, liegt die VZ des Hautfettes mit 180 dagegen erwartungs- 
gemaB praktisch auf gleicher Hohe wie bei Normalfutter. Im Fitterungs- 
versuch mit Undecansaure-triglycerid spricht die VZ 193 des Hautfettes 
ebenfalls wie bei Cg und C,, fiir eine Aufnahme dieser Saéure in die Haut, 
wihrend im Undecylenséure-Versuch aus der VZ des Hautfettes nicht 
auf vorhandene Undecylensiure zu schlieBen ist. Aus den Verseifungs- 
zahlen des Unterhautfettes ergibt sich ein etwas anderes Bild als 
beim Hautfett: Auffallenderweise zeigt die VZ des Unterhautfettes 
nach Octansiure-Zufuhr keine Erhéhung, sondern fast den gleichen 
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Wert wie bei Normalfutter; dagegen wird nach Decansiure-Fiitterung 

sogar die VZ 210 erreicht. Noch hoéhere Verseifungszahlen (228 und 216) 
zigt das Unterhautfett in den beiden Fiitterungsversuchen mit den 
C,,-Sauren. 

Den verschiedenen Fettzusitzen entsprechend sollte man fiir die 
Jodzahlen in Tab. 2 im Vergleich zur Normalgruppe eine Senkung der 
JZ in Haut- und Unterhautfett nach Fitterung von Octan-, Decan-, 
Undecan- und Palmitinséiure, eine Steigerung im Undecylensiaure- 
Versuch erwarten. Dies trifft fiir die Versuche mit Decan-, Undecan- 
und Palmitinsaure auch zu, denn sie zeigen im Haut- und Unterhautfett 
deutlich niedrigere Jodzahlen als die Normalgruppe. Dagegen sind im 
Octanséure-Versuch die Jodzahlen nicht mit Sicherheit herabgesetzt, 
im Undecylenséure-Versuch nur im Unterhautfett geringfiigig erhdht, 
im Hautfett sogar erniedrigt. 

Von besonderem Interesse sind die aus Tab. 2 abzulesenden Unter- 
schiede im Verhalten der verschiedenen Fettséuren, wenn man Menge 
und Aquivalentgewicht der wasserdampfflichtigen Sauren 
betrachtet, die jeweils in 10g Fett enthalten waren. Wahrend Haut- 
und Unterhautfett bei Normalfutter etwa je 90—100 mg fliichtiger 
Séuren pro 10g Fett enthalten, steigt ihr Anteil nach Fiitterung von 
Octan- oder Decanséiure im Hautfett auf das 6—7fache an (610 bzw. 
760 mg). Auffallenderweise ist jedoch im Unterhautfett nach Octan- 
siure-Zufuhr kaum ein Anstieg fliichtiger Saduren zu beobachten (160 mg), 
wihrend nach Decansdure-Fiitterung auch das Unterhautfett die 
flichtigen Fettsiuren in etwa gleicher Menge (770 mg) wie das Hautfett 
(760 mg) enthalt. Die beiden mit C,,-Saéuren gefiitterten Rattengruppen 
weisen ebenfalls einen Anstieg der fliichtigen Saéuren sowohl im Haut- 
wie im Unterhautfett auf; direkte mengenmaBige Vergleiche zum C,- 
oder zum C,,-Versuch verbieten sich jedoch wegen der geringeren 
Wasserdampffliichtigkeit der C,,-Saéuren. Die mit Palmitinsdure-ester 
gefiitterte Gruppe zeigt daher kaum noch eine Erhéhung der fliichtigen 
Séuren im Haut- und Unterhautfett. 

Die Aquivalentgewichte der wasserdampffliichtigen Saure- 
fraktionen in Tab. 2 bestatigen das aus dem Vergleich der Séuremengen 
gewonnene Bild. Gegeniiber. der Normalgruppe, deren Mittel bei C,; 
(ber. 242) liegt, zeigt das Hautfett nach Octansiaure-Fiitterung mit 167 
einen unter C,, (ber. 172) liegenden Wert, waihrend nach Decansiaure- 
Fiitterung die Werte im Haut- und Unterhautfett mit 179 bzw. 177 das 
Aquivalentgewicht von C,, nur wenig iiberschreiten. Auch hier bildet 
das Unterhautfett nach Octansiaure-Fiitterung wie oben wieder 
eine Ausnahme: Mit 254 entspricht es praktisch der Kettenlainge C,,, 
d. h. ebenso wie die Kennziffern des Fettes und die Menge der wasser- 
dampffliichtigen Fettsiuren schlieBt auch deren Aquivalentgewicht 
eine nennenswerte Aufnahme von Octansiure in das Unterhautfett aus. 
Die mittleren Aquivalentgewichte, welche die fliichtigen Fettsiuren in 
den beiden C,,-Versuchen aufweisen, liegen im Haut- und Unterhautfett 
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erheblich unter den Werten der Normalgruppe. Sie tiberschreiten die 
berechneten Aquivalentgewichte fiir C,, (186 bzw. 184), erreichen 
jedoch mit einer Ausnahme nicht C,, (200). Diese Ausnahme (Unter- 
hautfett nach Undecylensaure-Fiitterung) fallt gerade mit dem Aqui- 
valentgewicht C,, zusammen. 

Mit allen diesen Befunden stimmen die Ergebnisse der papier. 
chromatographischen Trennung der wasserdampffliichtigen Fett- 
siuren iiberein. Wir fanden hier im Haut- und Unterhautfett der mit 
gewohnlichem Stallfutter ernihrten Gruppe geringe, aber deutliche 
Mengen der Fettsaéuren C, und C,,, dazu reichliche Anteile C,,. Das 
gleiche Ergebnis beziiglich C,, C,, und C,, liefert die mit Palmitin- 
siure-ester gefiitterte Gruppe. Nach Octansaéure-Fiitterung sind 
im Hautfett reichliche Mengen C,, nach Decansaure-Fitterung im 
Haut und Unterhautfett reichliche Mengen C,, nachweisbar. Auch die 
Papierchromatographie ergibt in Ubereinstimmung mit den oben- 
genannten anderen Befunden, daB das Unterhautfett nach Octan- 
siurefitterung im Vergleich zur Normalgruppe keinen erhéhten 
Octansaéuregehalt erkennen laBt. In den wasserdampffliichtigen 
Sauren des Haut- und Unterhautfettes nach Fiitterung von Undecan- 
bzw. Undecylensaure-triglycerid erfaBt die Papierchromatographie 
reichliche Anteile der verabreichten C,,-Saéuren, wie es auf Grund der 
Werte fiir Mengen und Aquivalentgewichte der fliichtigen Fettsiure- 
fraktionen (s. 0.) in den C,,-Versuchen zu erwarten war. Dabei gelingt 
der chromatographische C,,-Nachweis auch in den Fallen einwandfrei, 
wo Verseifungszahl (Undecylensiure/Hautfett) bzw. Jodzahl (Un- 
decylensaure/Unterhautfett) keinen verwertbaren Hinweis geben. Der 
relativ geringe Fettzusatz von jeweils 10°, des Futters reicht vermut- 
lich nicht immer zu einGeutigen Verschiebungen der Verseifungs- und 
Jodzahlen aus, wahrend papierchromatographisch die Identifizierung 
der verfiitterten Fettsiure im Organfett zufriedenstellend gelingt. 

Die in den Tab. 1 und 2 zusammengestellten Fiitterungsversuche 
erstrecken sich jeweils iiber drei Wochen. Um zu priifen, ob die Mengen 
der in der Haut aufgenommenen mittleren Fettsiuren von der Dauer 
des Fiitterungsversuches abhingig sind, fiihrten wir Versuche an Ratten 
mit zwei-, vier- und achtwéchiger Dauer durch. Dabei verabreichten 
wir das bereits oben (Tab. 1) erwihnte gemischt-siurige Triglycerid 
von Capryl-, Caprin- und Laurinsiure (—812) als 10-proz. Zusatz zum 
Normalfutter. Wahrend des Versuchs nahmen die Ratten an Gewicht 
zu: die Anfangsgewichte lagen zwischen 142 und 200 g, die Endgewichte 
zwischen 245 und 267 g. Die Ergebnisse zeigt Tab. 3. ; 

Die Fragestellung der in Tab. 3 zusammengefaBten Untersuchungen 
bezieht sich auf etwaige Zusammenhinge zwischen Fiitterungsdauer 
und AusmaB der Speicherung mittlerer Fettsiuren in der Haut. Wahrend 
hierzu die Verseifungszahlen in Tab. 3 kein klares Bild ergeben, zeigen 
die Jodzahlen des Unterhautfettes mit wachsender Versuchsdauer eine 
fortlaufende Senkung; auch die JZ des Hautfettes erreicht nach acht- 
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Tab. 3. Haut- und Unterhautfett nach Fiitterung mittlerer Fettsauren bei wech- 
selnder Versuchsdauer (10% 812 zum Normalfutter; Sprague-Dawley-Ratten, 
Gruppen zu je 10 Tieren). 





Fett Wasserdampffliichtige Fettsiuren 





hd ¥ Herkunft 
suchs- des mg aus!_; > | Papierchromatogr. 
dauer, Fettes : VZ JZ 10g |#'s ul ih 
Woch. Fett | &, Cio | Cie 








Haut 218,2 | 60,8 | 287 ++) 4+4++ 
Unterhaut 192,3 | 69,7 | 286 ++] +44 
Haut 185,9 | 63,4 | 369 nes | ol Ea me 
Unterhaut 201,0 | 63,5 | 283 oe oe 


Haut 183,2 | 55,7 | 475 a ee ee ee 
Unterhaut 195,1 | 60,2 | 447 +} t+} +++ 


* bezogen auf je 10 Tiere. 
wochiger Verfiitterung des Mischglycerids ihren tiefsten Wert. Da die 
zugefiihrten mittleren Fettsiuren kaum Doppelbindungen besitzen, 
sprechen die Jodzahlen fiir eine zunehmende Anreicherung dieser Siuren 
im Haut- und Unterhautfett. 

AufschluBreich sind in diesem Zusammenhang die Mengen fliich- 
tiger Sauren, die aus je 10 g Fett isoliert werden konnten. Sie nehmen im 
Hautfett mit wachsender Versuchsdauer laufend zu: 287 mg bei zwei, 
369 mg bei vier, 475 mg bei acht Wochen. Das Unterhautfett zeigt 
nach zwei und vier Wochen praktisch gleiche Werte (286 u. 283 mg), 
jedoch nach acht Wochen einen Anstieg auf 447 mg fliichtiger Fett- 
siuren pro 10 g Fett. 

Die mittleren Aquivalentgewichte liegen im Bereiche 193 bis 208, 
d.h. die wasserdampffliichtigen Fettsiuren aus Haut- und Unterhaut- 
fett nihern sich im Mittel dem Molekulargewicht der Laurinsaure (200). 
Die Papierchromatographie laBt jedoch erkennen, daB neben Laurin- 
siure auch Caprin- und Caprylséure aufgenommen wurden. Aus Tab. 3 
geht somit wiederum hervor, daB mittlere Fettséiuren bei oraler Zufuhr 
in das Haut- und Unterhautfett einwandern. Dariiber hinaus deuten die 
in Tab. 3 enthaltenen Rattenversuche darauf hin, daB die verfiitterten 
mittleren Fettsiuren mit zunehmender Versuchsdauer. in Haut und 
Subcutis angereichert werden. 

Aus den in Tabb. 1 und 2 mitgeteilten Befunden an normal er- 
nahrten Ratten geht hervor, dag im Hautfett papierchromato- 
graphisch geringe, aber deutliche Anteile der Fettséuren Cy, und C9 
sowie reichliche Anteile von C,, nachzuweisen sind, wenn vorher die 
Hauptmenge der héheren, nicht-fliichtigen Fettsiuren abgetrennt ist. 
Hieraus ergibt sich die Frage, ob auch im menschlichen Hautfett 
mittlere Fettsiuren als regelmaBige Bestandteile, wenn auch in kleinen 
Mengen, vorhanden sind. Wir haben daher an einigen Proben mensch- 
licher Leichenhaut die Verseifungs- und Jodzahlen des isolierten Haut- 
fettes bestimmt, das Fett verseift und die wasserdampffliichtigen Fett- 
siuren abgetrennt. Menge und Papierchromatographie der fliichtigen 

9* 
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Sauren lieBen das Vorhandensein mittlerer Fettsauren erkennen, wie aus 
Tab. 4 hervorgeht. 


Tab. 4. Vorkommen mittlerer Fettsiuren im menschlichen Hautfett. 





Hautfett Wasserdampffliichtige Fettsiuren 





Hautpartie Papierchromatographie 





mg aus 
VZ 10 g Fett Cc Cc Cc Cis Uu. 
8 10 12 dariiber 





Riickenhaut (Kind) | 211,4 ¢ - +44 +44 
Brusthaut (weibl. 
erwachsen). . . . | 202,8 2 1 + 4 +44 
Brusthaut (weibl. : 
erwachsen). . . . | 200,2 7 + a he sac 
Unterschenkel, ohne 5 4 +++ 
FuB- u. Kniebereich | 178,8 
Unterschenkel, ohne 
FuB- u. Kniebereich | 193,0 | 75,9 + 
Herkunft unbekannt | 183,7 | 85,5 y + + 


+ 
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Die Verseifungszahlen des menschlichen Hautfettes liegen zum Teil 
auffallend hach, z. B. iiber 200 in den untersuchten Proben von Brust- 
und Riickenhaut. Vergleicht man die Verseifungszahlen in Tab. 4 mit 
den Mengen der in je 10 g Hautfett enthaltenen fliichtigen Fettsauren, 
so wird eine gewisse Parallelitét insofern sichtbar, als die Proben mit 
hoher Verseifungszah] auch eine hohe Ausbeute an wasserdampffliich- 
tigen Fettséuren liefern und umgekehrt. Die Ergebnisse der papierchro- 
matographischen Identifizierung der fliichtigen Sauren zeigen eindeutig 
das Vorhandensein geringer Anteile der Fettsiuren C, und C,, im mensch- 
lichen Hautfett, wobei jedoch die Proben mit niedrigem Gehalt an fliich- 
tigen Fettsiuren, z.B. das vom Unterschenkel stammende Hautfett, 
teils C,, teils C,, vermissen lassen, wihrend umgekehrt Brust- und 
Riickenhaut beide Fettsiuren sehr deutlich erkennen lassen. Laurin- 
siure ist in allen untersuchten Proben vorhanden. Die Anwesenheit 
mittlerer Fettsaéuren in der menschlichen Haut wird damit durch die in 
Tab. 4 zusammengestellten Befunde nachgewiesen; doch zeigen die 
Werte zugleich starke Unterschiede hinsichtlich der K6rperregion, viel- 
leicht auch bedingt durch Alter und Geschlecht des betreffenden Indi- 
viduums. 


Besprechung der Ergebnisse 


Zur Beurteilung der vorstehend mitgeteilten Befunde ist zunachst [| 
die Frage zu beantworten, ob bereits im normalen Hautfett Fett- | 
séiuren mittlerer Kettenlange enthalten sind. Die chemische | 
Aufarbeitung des Hautfettes von Ratten (Tab. 1 und 2) ergab das Vor- 


handensein von Octan- und Decansiiure in sehr geringen, von Dodecan- | 
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siure in etwas reichlicheren Mengen. Eine grobe Schatzung des Anteils 
der mittleren Fettsiuren an den Gesamtfettsiuren des Hautfettes von 
Ratten laBt erkennen, da Octan- und Decansiéure im Bereiche von 
0,1%, Dodecansaure im Bereiche von 0,5% zu suchen sind. Im mensch- 
lichen Hautfett lieBen sich Fettsdéuren mittlerer Kettenlange ebenfalls 
nachweisen, wobei zum Teil deutlich h6here Anteile auftreten als bei 
der Ratte. Damit darf das regelmaBige Vorkommen mittlerer 
Fettsiurenim Hautfett als gesichert gelten. Es sei hier ausdriick- 
lich darauf hingewiesen, daB es sich in den Untersuchungen der vorlie- 
genden Arbeit um das aus der Cutis extrahierbare Gesamtfett handelt, 
nicht um das von den Talgdriisen sezernierte Haut-Oberflachenfett. Das 
letztere hat, entsprechend seiner physiologischen Funktion, eine andere 
chemische Zusammensetzung als das Inhaltsfett der Haut. 

Die einleitend gestellte Frage, ob verfiitterte mittlere Fett- 
siuren bis in die Haut gelangen und dort gegebenenfalls 
angereichert werden, laBt sich ebenfalls auf Grund unserer Versuchs- 
ergebnisse beantworten. Die Fiitterungsversuche mit gemischten Gly- 
ceriden von Octan-, Decan- und Dodecansiure zeigen eine relativ hohe 
Anreicherung dieser Fettsiuren im Inhaltsfett der Haut; noch deut- 
licher 1aBt sich dieser Effekt bei Verfiitterung einheitlicher Glyceride 
demonstrieren. Auch stoffwechselfremde mittlere Fettsiuren wie 
Undecan- und Undecylensaure lassen sich nach Verfiitterung ihrer Gly- 
ceride im Hautfett sehr deutlich nachweisen. Der prozentuale Anteil 
der verfiitterten mittleren Fettséuren an den Gesamtfettsiuren der Haut 
steigt in diesen Versuchen auf ein Vielfaches der Norm; er erreicht z. B. 
nach Fiitterung von Octan- bzw. Decansiure-triglycerid (Tab. 2) An- 
teile von rd. 6—7% der Gesamtfettsiuren des Hautfettes, waihrend der 
Normalwert bei 0,1% liegt. 

Auf Grund dieser Versuchsergebnisse mu8 man daher annehmen, 
da die verfiitterten mittleren Fettsiuren trotz Benutzung des direkten 
Blutweges vom Darm zur Leber von dieser nicht ausschlieBlich verbrannt 
oder zu hdheren Fettséuren umgeformt werden. Vielmehr diirften be- 
trichtliche Anteile der verfiitterten mittleren Fettsiuren von der Leber 
wieder an das Blut abgegeben werden, wobei es noch unklar ist, in 
welchen chemischen Transportformen die mittleren Kettenlangen dann 
vorliegen. Sie werden jedenfalls auf dem Blutwege allen Organen ange- 
boten und von diesen in das Gewebefett eingebaut, sofern die be- 
treffenden mittleren Fettsaduren fiir das betreffende Organ 
depotfahig sind. Diese Uberlegungen fiihren zu einer dritten Frage, 
die an Hand unserer Versuche zu beantworten ist: Weicht der Haut- 
stoffwechsel in seinem Verhalten gegeniiber mittleren Fett- 
siuren von demjenigen anderer Organe ab? 

Die gleichzeitige Aufarbeitung des subcutanen Fettgewebes in 
allen Versuchsgruppen ergab, da von den verfiitterten mittleren Fett- 
siuren Decan- und Dodecansiure, Undecan- und Undecylenséure wie 
im Inhaltsfett der Haut auch im Fett der Unter haut angereichert wurden 
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Diese Befunde gelten jedoch nicht fiir Octansaiure. In unserer Ver. 
suchsanordnung lieB sich, -besonders deutlich nach Zufuhr des reinen 
Octansaure-triglycerids, die verfiitterte Octansiure nur im Fett der Cutis, 
praktisch nicht im Fett der Subcutis nachweisen. Fiir die allgemeinen 
Fettdepots des Tierk6rpers ist, wie Powell! gezeigt hat, Octansiure 
nicht depotfahig; unsere Versuche bestiatigen diesen Befund fiir das sub- 
cutane Fettgewebe. Die Haut dagegen ist auf Grund der vorstehend mit- 
geteilten Ergebnisse in der Lage, Octansaure zu speichern. Ein Speiche- 
rungsvermogen gleichen AusmaBes, wie es die Haut fiir Octansaure be- 
sitzt, finden wir fiir die Subcutis erst von Decansadure an aufwiarts, so 
daB wir bei Octansiure auf eine besondere ,,Hautfreundlichkeit‘ 
schlieBen kénnen (weiteres Versuchsmaterial hierzu bringen wir in der 
folgenden II. Mitteiiung dieser Reihe). 

Das gegeniiber Octansiure ungewdhnliche Verhalten des Haut- 
stoffwechsels stellt vermutlich nicht die einzige Besonderheit dar, die 
die Haut im Stoffwechsel der mittleren Fettsiuren aufweist. Weniger 
deutlich aus der vorliegenden, sehr viel klarer aus der folgenden II. Mit- 
teilung (Tab. 1) geht hervor, daB bei nicht zu hohem Angebot an mitt- 
leren Fettséuren in der Nahrung die Haut diese Kettenlangen in héherem 
MaBe speichert als die Unterhaut, d.h. die Haut ist allgemein zur An- 
reicherung mittlerer Fettsiuren besser befahigt als das subcutane Fett- 
gewebe. Unsere eingangs erwaihnten therapeutischen Beobachtungen an 
der Haut nach oraler Zufuhr mittlerer Fettsiuren am Menschen er- 

* halten dadurch eine experimentelle Begriindung. 


Zusammenfassung 


Das aus der Haut von Ratten extrahierbare Fett enthalt geringe 
Mengen von Octan- und Decansiure sowie etwas gréBere Anteile von 
Dodecansiure. Im menschlichen Hautfett sind diese Fettsiuren 
mittlerer Kettenlange ebenfalls vorhanden, zum Teil in gréBeren Mengen 
als in der Rattenhaut. 

Fiitterungsversuche an Ratten mit einem Mischglycerid von Octan-, 
Decan- und Dodecansiure sowie mit einheitlichen Triglyceriden von 
Octan- und Decansiaure ergaben, da diese Fettsiuren in das Hautfett 
gelangen und dort gespeichert werden. Octan- und Decansiure werden 
dabei in der Haut bis auf etwa 7°% der Gesamtfettsiuren des Hautfettes 
angereichert. Nach Fiitterung von Undecan- und Undecylensaure in 
Form ihrer Triglyceride sammelten sich auch diese an sich kérper- 
fremden Fettsaéuren im Fett der Haut an. Mit wachsender Versuchsdauer 
nahm die Anreicherung mittlerer Fettsiuren in der Haut zu. 

Auch das Unterhautgewebe nahm die oral zugefiihrten mitt- 
leren Fettsdéuren auf mit Ausnahme von Octansiure, welche praktisch 
nur in der Haut angereichert wurde. Daraus folgt, daB die mittleren Fett- 
sduren fiir die Cutis von C, an aufwirts, fiir die Subcutis jedoch erst von 
C,, an aufwarts depotfahig sind. 
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Summary 


Fat extracted] from the skin of rats contains small quantities of 
octanoic and decanoic acid and a somewhat larger proportion of do- 
decanoic acid. These fatty acids of intermediate chain lenght are also 
present in the fat of human skin, partly to a higher extent than in 
the skin of rats. 

Experiments in which a mixed glyceride of octanoic, decanoic and 
dodecanoic acid and also the individual triglycerides of octanoic and 
decanoic acid were fed to rats showed that these fatty acids reach the 
fat of the skin and accumulate there. Octanoic and decanoic acid are 
enriched in the skin to an extent of approximately 7% of the total fatty 
acids in the fat of the skin. When undecanoic and undecylenic acid are 
fed in the form of their triglycerides these fatty acids, not normally 
found in the body, also collect in the fat of the skin. The enrichment of 
intermediate fatty acids in the skin increases with increasing duration 
of the experiments. 

The subcutaneous tissue also absorbed the orally administered 
intermediate fatty acids with the exception of octanoic acid which was 
almost solely enriched in the skin. It foliows from this that the inter- 
mediate fatty acids from C, onwards can be deposited in the cutis and 
only trom C,, onwards in the subcutis. 











132 Bd. 301 (1955) 


Stoffwechselversuche mit Fettsauren mittlerer Kettenlange 
II. Mitteilung : 
Mittlere Fettsiuren im Hautstoffwechsel bei cholinarmer Kost 
Von 
Friedrich Gey, Harald Schén, Hans Kalbe und Giinther Weitzel* 


Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1955) 


Nach der Entdeckung der fettleberverhiitenden Wirkung des Cho- 
lins durch Best und Huntsman 1932! tauchte sehr bald die Frage auf, 
ob der an der Leber zu beobachtende lipotrope Effekt des Cholins auch 
an anderen Organen oder Organsystemen nachweisbar ist. Untersuchun- 
gen, die groBenteils ebenfalls aus dem Bestschen Arbeitskreis stammen, 
haben eine solche iiber die Leber hinausgehende lipotrope Wirkung des 
Cholins wahrscheinlich gemacht. Denn die Nieren-Schaden, die man 
durch cholinarme Kost bei Ratten hervorrufen kann, zeigen in ihrem 
ersten Stadium anomale Fettansammlungen im Nierenparenchym*?, 
ebenso beginnen die Myokard-Schiden, die bei Ratten durch Cholin- 
mangel ausgelést werden, mit Fettansammlungen im Myokard, welche 
den Untergang der befallenen Herzmuskelzellen einleiten*. Es kommt 
hinzu, daB Cholinmangel sehr wahrscheinlich auch zur Ablagerung von 
Fett in den Arterienwanden fiihren kann®. Auf Grund dieser an Leber, 
Niere, Herz und GefaBwanden becbachteten Fettablagerung bei Cholin- 
mangel schlagen Best und Mitarbb.‘ vor, den Begriff ,,lipotrop“ aus- 
zudehnen auf die Verhiitung anomaler Fettablagerungen in allen Or- 
ganen von Cholinmangel-Tieren, sofern die beobachteten Fettansamm- 
lungen als Folge eines Cholinmangels nachzuweisen sind. 

Eine solche Ausdehnung des Begriffs ,,Lipotropie’’ verlangt eine 
Klarung der Frage, ob auch andere Organe aufer Leber, Niere und 
cardiovaskularem System bei Cholinmangel Anderungen im Fettstoff- 
wechsel aufweisen. Im Rahmen unserer Untersuchungen zum Fettstoff- 
wechsel der Haut war es von Interesse, etwaigen Zusammenhiangen 
zwischen der Leber als zentralem Stoffwechselorgan und der Peripherie 


1 ©. H. Best u. M. E. Huntsman, J. Physiology 75, 405 [1932]. 
2 W.S. Hartcroft, Brit. J. exp. Pathol. 29, 483 [1948]. 
3 W.S. Hartcroft u. J.H. Ridout, Amer. J. Pathol. 27, 951 [1951]. 
4G. F.Wilgram, W.S. Hartcroft u. C.H. Best, Brit. med. J. 1954, 
3. Juli, 8.1. 

5 W.S. Hartcroft, J. H. Ridout, E. A. Sellers u. C. H. Best, Proc. Soc. 
exp. Biol. 81, 384 [1952]. 

* Jetzige Anschrift: (16) GieBen, Physiologisch-Chemisches Institut der 
Justus-Liebig-Hochschule. 
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nachzugehen. Die Haut, eines der gréBten Organe des Tierkorpers, be- 
sitzt einen ausgedehnten Fettstoffwechsel ; aus der Cutis von Ratten und 
Menschen lassen sich nach sorgfaltiger Abtrennung des subcutanen 
Fettgewebes betrachtliche Fettmengen extrahieren®. Wie wir in der 
vorangehenden Mitteilung zeigen konnten, spielt die Gruppe der Fett - 
siuren mittlerer Kettenlange im Hautstoffwechsel eine besondere 
Rolle: Im Vergleich zu anderen Organen, welche diese Fettsaiuren prak- 
tisch nicht enthalten und erst von C,, ab in groBerem Mae speichern 
kénnen, sind die Kettenlinge C,, C,, und C,, in der Haut in etwas 
reichlicheren Mengen stets nachweisbar ; insbesondere sind sie schon von 
(, ab in der Haut depotfahig, wenn sie mit der Nahrung zugefihrt 
werden. Verfiitterte mittlere Fettsiuren benutzen nach der Resorption 
nicht den Lymphweg, sondern gelangen mit dem Venenblut direkt zur 
Leber’. Bei einem hohen Angebot mittlerer Fettsiuren in der Nahrung 
ist daher anzunehmen, daB die Leber als regulierendes Organ diese 
Kettenlangen teils selbst umsetzt, teils in geeigneter Transportform an 
das Blut abgibt. Im Cholinmangel ist der Fettstoffwechsel der Leber 
und damit auch das Zusammenspiel der Leber mit den peripheren Or- 
ganen schwer gestért, so daB sich an der Haut eine Cholinmangeldiat 
in zweifacher Weise auswirken kénnte: Direkt, falls Cholinmangel auch 
den Fettstoffwechsel der Haut irritieren sollte, und indirekt, falls die 
Leber etwaige Transportfunktionen, auf welche die Haut angewiesen 
ist, nicht mehr erfiillen kann. 

Im Hinblick auf eine etwaige Ausdehnung des Lipotropie-Begriffs 
auf periphere Organe berichten wir daher nachstehend iiber Ratten- 
versuche, in denen wir cholinarme Kost mit hohem Angebot 
mittlerer Fettsauren im Futter kombinierten. Im Vergleich zu den 
in der vorangehenden Mitteilung beschriebenen Versuchen bei cholin- 
suffizienter Kost war die Frage zu klaren, ob Cholinmangel den Fett- 
stoffwechsel der Haut hinsichtlich der Ansammlung mittlerer und auch 
hoherer Fettsauren beeinflussen kann. Die Ratten erhielten Cholin- 
mangelkost mit Zusatz einheitlicher oder gemischt-séiuriger Glyceride 
von Capryl-, Caprin- und Laurinséure, als Vergleichsfette hoherer 
Kettenlangen verabreichten wir Olivenél oder Schweineschmalz. Wie 
in der vorangehenden Arbeit erstreckte sich die chemische Aufarbeitung 
getrennt auf Cutis und Subcutis. 


Methodik 


Substanzen: Wie in der vorangehenden Mitteilung °. 


Fitterungsversuche: Wachsende weiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten ; 
Anfangsgewicht etwa 90 g. 





° G. Weitzel, H. Schon, F. Gey u. H. Kalbe, diese Z., 801, 118 [1955], 
vorangehend. 

? B. Bloom, I. L. Chaikoff u. W.O. Reinhardt, Amer. J. Physiol. 166, 
451 [1951]. 
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Konstanter Diatanteil: Casein (mit Athanol extrahiert). . .. . 8% 
ee: ee ee Pt eee 12% 

SEMEN 5. or og ay ans so oy 5% 

2 ies RI ee bl aa do 1% 

eer SS PO eS ae 1% 

Vitaminpulver (s.u.). . ........ 1% 

Salzmischung (s.u.) . ... «s+ « o-0.> 4% 

zusammen: 32% 

Fettanteil, je nach Versuchsanordnung: 10—40% 

Zuckeranteil jeweils . . ...... ad 100% 


Zusammensetzung der Salzmischung 


SC a a a ere 20,2 g CS a ar 28,9 g 
MgSO, (wasserfrei) .. . 3l1,lg MOAGEEGs CF... eS 23.8 g 
(bei wasserhaltigem MgSO, 62,2 g) eer whe sc. keene eae 0,3 g 
Dewey 2 eS. 52,6 g CGrmpeune si, hosles Gat’ 0,08 g 
K,HPO, pes et es 111,5g CarGbhlorid.: jij hy so eae oh 0,3 g 
Ca (H,PO,), .-.-.... 111,6g CTE ea eee eee Boer 2,2 g 
Zusammensetzung des Vitaminpulvers 

DBF cecsrssweecnr: Aabncviek 500 mg Ca-Pantothenat ..... 1,5g 
ESS errr 400 mg OE ae eee 2,5 ¢ 
SS ees eae ee ee 200mg Puderzucker .... . ad 1000,0¢ 


Dauer der Fiitterungsversuche: 21 Tage. Die durchschnittlichen Ge- 
wichtsveranderungen der Tiere waihrend der Versuchszeit sind aus den 
Tab. 1 und 2 ersichtlich. Die Tiere wurden nach 21 Versuchstagen in 
leichter Athernarkose durch Decapitieren getotet, Haut und subcutanes 
Fettgewebe alsdann prapariert. Extraktion und Verseifung der gewon- 
nenen Fettmengen, Bestimmung der Kennziffern, Wasserdampfdestil- 
lation, Bestimmung der Menge fliichtiger Sauren und Papierchromato- 
graphie wie in der vorangehenden Mitteilung®. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse von sieben Fiitterungsversuchen zeigt Tab. 1, wo- 
bei fiinf dieser Versuche mit einem gemischt-siiurigen Glycerid der Fett- 
sduren Cy, C,, und C,, (in der Tab. kurz als ,,8)2‘‘ bezeichnet) ausgefiihrt 
wurden, wahrend zwei Versuche mit hohen Guben von Schweineschmalz 
bzw. Olivendl als Vergleich dienten. Unter diesen Diaten weisen die 
Tiere im Laufe der dreiw6chigen Versuche meistens Gewichtszunahmen 
auf; nur bei sehr hohen Zulagen des Mischglycerids mittlerer Fettsauren 
wird die Nahrung weniger gut aufgenommen, so daB bei Zusatz von 40% 
812 zur Kost eine durchschnittliche Gewichtsabnahme von 17 % auftritt. 

Die Kennziffern des Hautfettes lassen sehr deutlich die Aufnahme 
der verfiitterten mittleren Fettsiuren in die Haut erkennen: Die Ver- 
seifungszahlen iiberschreiten 200, die Jodzahlen sinken auf Werte 
zwischen 30 und 53. Im Unterhautfett werden erst bei Zusatzen von 
37—40% 812 in der Kost, jedoch noch nicht bei Zusatzen von 10 und 
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20%, Verseifungszahlen von 200 und dariber erreicht. Die Jodzahlen 
des Unterhautfettes liegen in allen Fallen héher als diejenigen des dazu- 
gehérenden Hautfettes. In den beiden Versuchen mit Schmalz und 
Qlivendl liegen saémtliche Verseifungszahlen unter 200, die Jodzahlen 
héher als 58. Damit erhalt man auf Grund der Kennziffern den Eindruck, 
daB die mittleren Fettsiuren nach Verfiitterung in das Haut- und Unter- 
hautfett einwandern, daB aber die Haut bereitwilliger, d.h. in 
hoherem MaBe, die mittleren Kettenlangen aufnimmt als das 
Unterhautgewebe. 

Die Ergebnisse der Isolierung der wasserdampfflichtigen 
Fettsiuren aus Haut- und Unterhautfett bestatigen die aus den Kenn- 
ziffern gezogenen Schliisse: In allen Versuchsgruppen sind die fliichtigen 
Siuren im Hautfett reichlicher vorhanden als im Unterhautfett. 
Dieser Befund macht sich besonders deutlich in den Fiitterungsversuchen 
mit relativ geringen Gaben mittlerer Fettsduren (10 und 20% 812) be- 
merkbar. Hier erreicht der Gehalt an fliichtigen Saéuren im Unterhaut- 
fett nur jeweils etwas mehr als die Halfte derjenigen Mengen fliichtiger 
Sduren, die im Hautfett enthalten sind. 

Betrachtet man in den einzelnen Fiitterungsversuchen den Gehalt 
des Hautfettes an flichtigen Fettsiuren, so ergibt sich mit wach- 
sendem Angebot mittlerer Kettenlaingen in der Nahrung ein zunehmender 
Gehalt an wasserdampffliichtigen Fettsiuren bis zu maximal rd. 7,5°%, 
dieser Sauren als Anteil der Gesamtfettsiuren bei Zusatz von 37 Gew.-% 
812 zum Futter. In diesem Falle liegt das mittlere Aquivalentgewicht 
der isolierten fliichtigen Sauren bei 176, d. h. nur wenig iiber dem Aqui- 
valentgewicht der Decansaure (172). Derjenige Versuch mit dem héchsten 
Anteil wasserdampffliichtiger Fettsiuren am Gesamtfett zeigt damit 
auch das niedrigste Aquivalentgewicht der isolierten fliichtigen Saiuren 
im Rahmen der in Tab. 1 zusammengestellten Versuchsserie. 

Die zum Vergleich ausgefiihrten Fiitterungsversuche mit Schmalz 
und Olivenél (Tab. 1) erbrachten bemerkenswerterweise im Haut fett 
stets hohere Anteile fliichtiger Fettsaéuren als im Unterhautfett. Die 
Mengen der wasserdampfflichtigen Sauren sind jedoch wesentlich ge- 
ringer, die Aquivalentgewichte liegen zudem erheblich héher (im Be- 
reiche C,,—C,,) als in den Fiitterungsversuchen mit Fettsiuren mitt- 
lerer Kettenlange. 

Die Ergebnisse der Papierchromatographie entsprechen den 
Erwartungen (Tab. 1). Im Hautfett sind nach Fiitterung des Misch- 
glycerids 812 die Fettsiuren C,, C,, und C,, deutlich nachweisbar. Die 
Fettsiure C, wurde dagegen im Unterhautfett bei einem Angebot von 
10 und 20% 812 in der Nahrung nur in Spuren gefunden. Dieser Befund 
stimmt mit der in der vorangehenden Mitteilung beschriebenen Beobach- 
tung iiberein, wonach Octansiure leicht von der Haut, jedoch nur sehr 
schwer vom Unterhautfettgewebe aufgenommen wird. In den Versuchen 
mit Schmalz und Olivenél zeigt die Papierchromatographie die Fett- 
siuren C, und C,, nur in Spuren an, diese im Hautfett erkennbaren 
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Spurenanteile entsprechen dem normalen Gehalt der Haut an derartigen 
Fettsauren. 

Im ganzen gesehen geht damit aus Tab. 1 hervor, daB die in der vor- 
angehenden Mitteilung bei cholinsuffizienter Kost erhobenen Befunde 
hinsichtlich des Verhaltens mittlerer Fettsiuren im Hautstoffwechsel bei 
cholinarmer Kost wiederkehren. Die Anreicherung mittlerer Ketten- 
lingen, bevorzugt im Hautfett, weniger gut im Unterhautfett, ist deut- 
lich nachweisbar; die Mengen der im Hautfett auftretenden mittleren 
Fettsituren bewegen sich in gleicher GréBenordnung. Bemerkenswerter- 
weise wird die in Tab. 1 in den Fiitterungsversuchen mit Zusatz von 
37 Gew.- % 812 gemessene Aufnahme von 655 bzw. 737 mg wasserdampf- 
flichtiger Fettsiuren in das Hautfett offenbar unabhangig von den Ge- 
wichtsveranderungen der Tiere waihrend des Versuchs erreicht. Denn 
obwohl die Tiere in dem einen Versuch um 18% des Anfangsgewichts 
zunahmen, im anderen Versuch aber um 6% abnahmen, liegt die Aus- 
beute fliichtiger Fettsiuren aus dem Hautfett in ahnlicher Héhe; bei 
gleichzeitiger Beriicksichtigung des mittleren Aquivalentgewichtes nahm 
die Haut sogar im letztgenannten Versuch, also bei Gewichtsabnahme 
der Tiere, betrachtlich mehr flichtige Fettsiuren auf als im erstge- 
nannten. 

In den fiinf Versuchsgruppen der Tab. 1, in denen das Mischglycerid 
von Capryl-, Caprin- und Laurinséure verabreicht wurde, ergab sich 
iiberraschenderweise, daB trotz Cholinmangelkost keine ausgepragten 
Fettlebern auftraten; der Fettgehalt der Frischlebern war meist nur 
leicht erh6ht und lag im Bereiche von 6,6—10%. Da die Tiere wihrend 
der Versuche bis auf einige Ausnahmen ihr K6rpergewicht steigerten, 
zum Teil bis auf durchschnittlich 25% des Ausgangsgewichtes, so kann 
die mangelnde Leberverfettung nicht die Folge eines Hungereffektes 
sein. Aber auch ein etwaiges Versagen der benutzten Cholinmangelkost 
scheidet als Erklarung aus, da die Parallelversuche mit Schweineschmalz 
und Olivendl zu schweren Fettlebern fiihrten: Der durchschnittliche 
Fettgehalt der Frischlebern belief sich im Schmalzversuch auf 20%, im 
Olivenél-Versuch auf 35,5%. Es liegt hier offenbar ein besonderes Ver- 
halten der Fettsiuren mittlerer Kettenlange insofern vor, als bei diesen 
Fettsauren die Tendenz zur Auslésung einer Leberverfettung geringer 
ist als bei den hoheren Fettséiuren. Mit dieser bemerkenswerten und zu- 
nichst nicht vorauszusehenden Eigenschaft der mittleren Fettsauren 
befassen wir uns eingehend in einer der folgenden Mitteilungen dieser 
Reihe. 

Der Einflu8 einer bei Cholinmangelkost bestehenden Fettleber auf 
die Menge des Haut- und Unterhautfettes laBt sich daher in Tab. 1 am 
besten an Hand des Olivenél- und Schmalzversuches priifen, da hier 
sehr starke Fettlebern vorlagen. Die Olivenél-Ratten nahmen pro Tag 
12,5 g Futter auf und steigerten ihr Kérpergewicht im Verlaufe des drei- 
wochigen Versuches um 8% des Anfangsgewichtes. Trotz der hohen 
Fettablagerung in der Leber finden sich in Haut und Unterhaut vdllig 
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normale Fettmengen: 2,0 g Fett pro Tier in der Cutis, 2,6 g pro Tier in 
der Subcutis. Gibt man die gefundenen Fettmengen in Prozent des Kar. 
pergewichtes an, so erhalt man fiir das Hautfett 2,1%, fiir das Unter. 
hautfett 2,7%. Die haufig geiuBerte Ansicht, das Vorhandensein einer 
Fettleber sei mit einer Abnahme des Fettes in den Depots verkniipft, 
trifft hier also nicht zu. Der Grund diirfte darin liegen, daB unsere Tiere 
wahrend der Versuchszeit trotz Fettleber eine durchschnittliche Ge. 
wichtszunahme von 8% aufweisen. 

Die gleichen Ergebnisse beziiglich der Fettmengen erbrachte der 
in Tab. 1 angefiihrte Schmalzversuch: Trotz Cholinmangelkost und be. 
stehender Fettlebern fanden sich 2,3 g Fett pro Tier in der Cutis, 2,7 g 
Fett pro Tier in der Subcutis, also wiederum vollig normale Fettmengen. 
Driickt man auch hier die gefundenen Fettmengen in Prozent des K6rper. 
gewichtes aus, so erhalt man fiir das Hautfett 2,3%, fir das Unterhaut. 
fett 2,7 %. 

Tab. 2 gibt AufschluB iiber weitere Fiitterungsversuche mit Glyce. 
riden mittlerer Fettsiuren und mit Oliven6l bei‘cholinarmer Kost, jedoch 
unter Verwendung einheitlicher Glyceride von Octan- bzw. von De. 
cansdure. Der Fettgehalt des Futters belief sich in jedem Falle auf 
40 Gew.-% der Kost. Im Gegensatz zu den Versuchen in Tab. 1 erfolgt 
die Fiitterung hier gruppengleich, d.h. die Olivenél-Ratten konnten 
nicht mehr Oliven6l fressen als die anderen Gruppen Octan- bzw. De. 
cansaure-triglycerid aufnahmen. Da die Ratten die Kost mit so hohen 
Zusatzen an einheitlichen Fettsiureglyceriden nur ungern fressen, war 
eine geringe Gewichtsabnahme wihrend der Versuche — als Folge der 
gruppengleichen Fiitterung auch wahrend des Olivendlversuches — 
nicht zu vermeiden. Die Verminderungen der K6rpergewichte beliefen 
sich in 21 Tagen bei den C,-Tieren auf 3%, bei den C,9-Tieren auf 14% 
und bei den Olivenél-Tieren auf 8% des durchschnittlichen Anfangsge- 
wichtes. Die Versuchsgruppen der Tab. 2 umfaBten jeweils 20 Ratten, 
die in Abstanden von je 7 Tagen (am 7., 14. und 21. Versuchstage) ge- 
tétet wurden. 

In den Versuchsgruppen der Tab. 2 handelt es sich um unter- 
ernahrte, junge Tiere, die Anfangsgewichte betrugen pro Ratte durch- 
schnittlich 90 g, die Endgewichte lagen zwischen 70 und 85 g. Wenn 
junge wachsende Ratten durch eine derartige Kostform im Wachstum 
gehindert werden und an Gewicht abnehmen, so treten bekanntlich Fett- 
lebern als Folge dieses ,,Hungereffektes‘‘ gar nicht oder nur in abge- 
schwichtem Mae auf. Dementsprechend zeigten auch die Versuchs- 
gruppen der Tab. 2 keine anomalen Leberfettwerte. Damit 1aBt sich auf 
Grund von Tab. 2 die Frage beantworten, ob Cholinmangelkost in Ver- 
bindung mit Unterernihrung und normalen Leberfettwerten den Fett- 
stoffwechsel der Haut beeinflussen kann. 

Die aus Haut und Unterhaut extrahierten Fettmengen sind in 
Tab. 2 nicht mit angefiihrt. Sie beliefen sich zu Versuchsende, d. h. nach 
21 Tagen, im Octansiaure-Versuch auf 1,8 g Fett pro Tier in der Haut und 
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2,4 g Fett in der Unterhaut, im Decansiure-Versuch auf 0,5 g Fett pro 
Tier sowohl in der Haut als auch in der Unterhaut und im Olivendél-Ver. 
such auf 1,8 g Fett pro Tier in der Haut und 2,4 g in der Unterhaut, 
Damit sind die Fettgehalte von Haut und Unterhaut im Octansiiure. 
und Oliven6l-Versuch die gleichen, waihrend sie im Decansiure-Versuch, 
welcher zu 14% Gewichtsabnahme fiihrte, erheblich niedriger liegen. Im 
Vergleich zu den friiheren Versuchen (Tab. 1) mit ad-libitum-Fiitterung 
sind die Fettmengen der Haut und Unterhaut im Octansaure- und im 
Olivenél-Versuch geringfiigig erniedrigt, im Decanséure-Versuch stark 
gesenkt. Diese Unterschiede verschwinden jedoch véllig, bzw. werden 
stark gemildert, wenn man die in Haut und Unterhaut vorhandenen 
Fettmengen in Prozent des K6rpergewichtes angibt. 

Aus Tab. 2 laBt sich weiterhin ablesen, inwieweit die hier vorlie. 
genden Stoffwechselverhaltnisse — Cholinmangel und Hunger — quali. 
tativ den Fettstoffwechsel der Haut veraindern. Betrachtet man die 
Mengen der aus je 10 g Fett gewonnenen wasserdampffliichtigen Fett. 
sduren, so ergibt sich im Octansiure-Versuch eine betrachtliche An. 
reicherung fliichtiger Sauren im Hautfett, welches rd. 5—7% dieser 
Saurefraktion enthalt. DaB es sich hier um die Speicherung von Octan. 
siure handelt, geht aus dem niedrigen Aquivalentgewicht (155—169, 
Octansaéure ber. 144) hervor sowie aus dem papierchromatographischen 
Befund. Es ist charakteristisch, daB sich das Unterhautfett an dieser 
Anreicherung von Octansaure nicht oder nur in geringem MaBe beteiligt: 
Die Aufarbeitung der in siebentiagigen Intervallen getéteten Ratten er. 
gab eine langsame Zunahme des Gehaltes an flichtigen Fettsauren im 
Unterhautfett; aber erst nach drei Wochen wurde eine ungefahre Ver- 
doppelung des Leerw ertes der fliichtigen Séuren erreicht, wobei das Aqui- 
valentgewicht betrachtlich hoher liegt als dasjenige der fliichtigen Saure. 
fraktion des Hautfettes. Nach Fiitterung von Decansaure-triglycerid 
verhalten sich Haut- und Unterhautfett dagegen gleich: Die wasser. 
dampffliichtigen Saiurefraktionen zeigen sowohl in den Mengen (596 baw. 
500 mg/pro 10 g Fett) wie auch in den Aquivalentgewichten (182 baw. 
185) recht ahnliche Werte. Damit stehen die Fiitterungsversuche der 
Tab. 2 mit Octan- und Decansiiure-triglycerid bei Cholinmangelkost in 
vollkommener Ubereinstimmung mit den entsprechenden Versuchser- 
gebnissen bei cholinsuffizienter Kost. 

Auch der Olivenél-Versuch der Tab. 2 148t qualitativ keine Beson- 
derheiten erkennen, die als Folge des Cholinmangels aufzufassen wiren. 
Die Jodzahlen von Haut- und Unterhautfett liegen erwartungsgemis 
wesentlich hoher als diejenigen der Fiitterungsversuche mit gesattigten 
Glyceriden mittlerer Fettsiuren. Die Mengen fliichtiger Sauren bewegen 
sich im Haut- und Unterhautfett um 1%, entsprechen also den Werten 
bei Normalfutter. Bei diesen fliichtigen Sauren handelt es sich hier jedoch 
um héhere Kettenlingen, denn die Aquivalentgewichte liegen im Be- 
reiche von C,;,—C,,. Bekanntlich fiihrt die Wasserdampfdestillation, 
wenn sie langere Zeit fortgesetzt wird (in unserem Falle 1 / Destillat- 
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yolumen pro 10 g Fett*) auch zum Ubergehen geringer Anteile héherer 
Fettséuren, welche in der Hauptsache den Leerwert bei Normalfutter 
baw. hier bei Fiitterung von Olivendl bedingen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die in der Einleitung aufgeworfene Frage, ob Cholinmangel zu Ver- 
inderungen im Fettstoffwechsel der Haut fiihren kann, 1aBt sich an 
Hand der Versuchsergebnisse der vorliegenden Arbeit nach verschiedenen 
Richtungen hin beantworten. 

Die in Organen wie Leber, Niere, Herz und GefaiBwanden bei Cholin- 
mangel beobachteten pathologischen Fettansammlungen treten im Haut- 
und Unterhautgewebe offenbar nicht auf. Denn die in der Haut abge- 
lagerten Fettmengen liegen bei Cholinmangelkost in praktisch gleicher 
Hohe wie bei cholinsuffizienter Kost. Dabei ist es gleichgiltig, ob der 
Cholinmangel zur Ausbildung einer Fettleber gefiihrt hat oder nicht. 
Andererseits kommt es aber auch bei bestehender Fettleber nicht zur 
Fett verarmung der Cutis und Subcutis. Nur beim Absinken des K6r- 
pergewichtes infolge unzureichender Futteraufnahme wahrend der Ver- 
suchszeit sinkt auch der Fettgehalt von Haut und Unterhaut ab, ein 
Effekt, der sicherlich nicht als Folge des Cholinmangels aufzufassen ist. 


Unsere Untersuchungen® haben einige Besonderheiten des Verhal- 
tens mittlerer Fettsiuren im Hautstoffwechsel aufgedeckt. Es gehéren 
hierher z. B. die Depotfahigkeit der Octansaure im Hautfett, waihrend 
Octansiiure im Unterhautfett gar nicht oder nur in sehr geringen An- 
teilen aufgenommen wird. Weiterhin scheint eine Besonderheit darin zu 
liegen, daB die Haut a priori mittlere Fettsiuren bereitwilliger speichert 
als die iiblichen Fettdepots dies tun. Das spezielle Verhalten mittlerer 
Fettsaéuren in der Haut scheint nun durch Cholinmangel nicht beein- 
fluBt zu werden, denn es ergeben sich die gleichen Befunde wie bei cholin- 
suffizienter Kost. Insbesondere liegen die Anteile wasserdampffliichtiger 
Fettsiuren an den Gesamtfettsiuren des Haut- und Unterhautfettes bei 
Cholinmangel in gleicher Héhe wie bei Normalkost; sie erreichen in den 
Versuchen der vorliegenden Arbeit nach Fiitterung mittlerer Fettsauren 
etwa 7% der Gesamtfettsiuren (mit Ausnahme des Octansaureanteils 
im subcutanen Fett). 

Ein etwaiger lipotroper Effekt des Cholins an der Haut miiBte sich 
in Analogie zur Cholinwirkung an anderen Organen dadurch bemerkbar 
machen, daB bei Cholinmangel pathologische Fettansammlungen auf- 
treten, welche durch Cholingaben wieder verschwinden miiBten. Unsere 
Fiitterungsversuche liefern keine Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein 
derartiger Cholinwirkungen an der Haut. Bei der vorgesehenen Ausdeh- 
nung des Begriffes der Lipotropie auf weitere Organe kann die Haut 
daher nicht mit herangezogen werden, da Cholin den Fettstoffwechsel 
der Haut auf Grund der bisher vorliegenden Befunde offenbar weder 
direkt noch indirekt zu beeinflussen scheint. 
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Zusammenfassung 


Ratten erhielten cholinarme Kost mit Zusatz von Glyceriden mitt- 
lerer Fettséuren in Mengen von 10—40 Gew.-% der Kost oder mit Zusatz 
von 40 Gew.- % Olivenél oder Schweineschmalz. Die mittleren Fettsiuren 
wurden teils als gemischt-saurige Glyceride von Octan-, Decan- und Dode. 
cansaure verabreicht, teils als einsiurige Glyceride von Octan- und Decan-. 
sdiure. In den Fiitterungsversuchen mit Glyceriden mittlerer Fettsiuren 
traten, wenn tiberhaupt, nur geringgradige Leberverfettungen auf, auch 
wenn die Tiere waihrend des Versuchs erheblich an Gewicht zunahmen. 

Die in den Cholinmangel-Versuchen in Haut und Unterhaut abge. 
lagerten Fettmengen unterscheiden sich praktisch nicht von den bei 
cholinsuffizienter Kost vorhandenen Fettmengen, unabhangig davon, 
ob der Cholinmangel gleichzeitig zur Fettleber gefiihrt hat oder nicht. 

Die Fettsiurezusammensetzung des Haut- und Unterhaut- 
fettes nach Fiitterung mittlerer Fettsiuren zeigte die gleichen Besonder. 
heiten, die auch bei cholinsuffizienter Kost zu beobachten sind: Auf. 
nahme von Octan- und Decansiure in das Hautfett bis zu einer Menge 
von rd. 7% der Gesamtfettsiuren, Aufnahme von Decansaure in das 
Unterhautfett in gleicher Weise wie in das Hautfett, jedoch keine oder 
nur sehr begrenzte Aufnahme von Octansiure in das Unterhautfett. 

Ein lipotroper Effekt des Cholins auf den Fettstoffwechsel der Haut 
ist aus den Versuchen der vorliegenden Arbeit nicht erkennbar. 


Summary 

Rats were fed with a choline-deficient diet with addition of glyce- 
rides of intermediate fatty acids in quantities of 10O—40% by weight of 
the food or with addition of 40% by weight of olive oil or lard. The inter- 
mediate fatty acids were partly administered as the mixed glycerides of 
octanoic, decanoic and dodecanoic acid and partly as the individual 
glycerides of octanoic and decanoic acid. In the experiments in which the 
glycerides of intermediate fatty acids were fed to rats only slight or no 
fatty degeneration of the liver occurred even when the animals increased 
markedly in weight during the experiment. 

The quantities of fat deposited in the cutis and in the subcutis 
in the experiments with a choline deficiency showed practically no diffe- 
rence from the amounts of fat present in the case of a ‘choline-sufficient 
diet, irrespective of whether the choline deficiency had at the same time 
caused fatty livers or not. The com position of the fatty acids in the 
fat of the cutis and subcutis showed the same characteristics after fee- 
ding with intermediate fatty acids as are observed with a diet containing 
adequate choline. There is an increase in octanoic and decanoic acid 
in the fat of the cutis up to a quantity of about 7% of the total fat. The 
decanoic acid in the fat of the subcutis increases in the same manner as 
in the fat of the cutis while there is a very limited or no increase of 
octanoic acid in the fat of the subcutis. A lipotropic effect of choline on 
the fat metabolism of the skin cannot be concluded from the experiments 
described in the present communication. 
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Stoffwechselversuche mit Fettsduren mittlerer Kettenlange 


Ill. Mitteilung 


Fiitterungsversuche mit Laurinsdure-estern 
Von 
Harald Schén, Friedrich Gey, Franz-Josef Strecker und Giinther Weitzel* 


4us der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung) der Max-Planck-Gesellschaft, 
Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1955) 


Laurinsaure bildet den Ubergang von den Fettsaiuren mittlerer Kettenlange 
(etwa Cy bis C,,) zu den héheren Fettsauren (iiber C,,). In pflanzlichen Fetten 
ist sie reichlich vertreten, im Kokosfett! und im Palmkerndl? z. B. entfallen auf sie 
mehr als 45% der Gesamtfettséuren. Im tierischen Fett dagegen kommt Laurin- 
siure nur in sehr geringen Mengen vor, zumeist diirfte sie weniger als 1% der Ge- 
samtfettsiuren ausmachen®, Im Haut- und Unterhautfett der Ratte sowie im 
Hautfett des Menschen ist mit etwa 0,5% Laurinsiure zu rechnent, Dagegen 
liegt der Laurinséuregehalt im Milch- bzw. Butterfett etwas héher, er wird mit 
durchschnittlich 3,6 Mol-% angegeben’®. 

Da Laurinsaure ,,depotfahig*‘ ist, wird der Laurinsauregehalt tierischer Fette 
durch die Nahrung stark beeinfluBt. So fand man z. B. geringe Mengen von Ca- 
prin- und Laurinsaéure im KG6rperfett von Ratten nach Kuhmilchdiat®. Auch die im 
Fett eines Lowen nachgewiesene Laurinsadure (1,5 Mol-%) und die ebenfalls ge- 
fundene Caprinsaure (2,1 Mol-%) sollen aus der Nahrung des Léwen stammen, da 
dieser Fleisch von Tieren fraB, die man mit Kokosfett gefiittert hatte’. Bei hohem 
Angebot in der Nahrung wird Laurinsaure in groBen Mengen in die Fettdepots auf- 
genommen; nach Fiitterung von Laurinsaure-triglycerid an Ratten in einer Menge 
von 25 Gew.-% der Diat z. B. entfielen von den Gesamtfettséuren des Kérperfettes 
rd. 25% auf Laurinsdure®. Mittels isotoper Laurinsaure-{1-'C] lieB sich zeigen, daB 
die Sure wie die héheren Fettséuren in die Phospholipide des Gesamtkorpers ein- 
gebaut und umgesetzt wird’. Die bei Fettsiuren mittlerer Kettenlange von C, bis 
(,, zu beobachtende w-Oxydation war fiir Laurinséure urspriinglich nicht sicher 
bewiesen!®, Fiitterung von 60 g Laurinsaure-triglycerid/Tag rief beim Hund noch 
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2 G. Collin u. T. P. Hilditch, J. Soc. chem. Ind. 47, 261 T [1928]. ! 
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keine meBbare Diacidurie hervor!!. Neuerdings fanden wir!” jedoch in Fiitterungs. 
versuchen mit Fettsiure-amiden am Hund, da8 Laurinsaure-amid und Laurin. 
siure-N-methyl-amid zu einer geringen Ausscheidung der Dicarbonsauren C,,, (, 
und C, im Harn fiihren, ein Befund, der wahrscheinlich in gleicher Weise auch fii 
die Fiitterung von Laurinsaéure-glyceriden gilt. Jedenfalls steht Laurinsaéure an der 
oberen Grenze der diacidogenen Fettsiuren und bildet auch hier den Ubergang m 
den héheren, nicht mehr diacidogenen Kettenlaingen. 

In unseren Fiitterungsversuchen mit reinem Laurinséure-triglycerid! sowie 
mit Mischglyceriden von Laurin-, Caprin- und Caprylsaéure*!* sahen wir niemals 
irgendwelche Schaden bei Ratten, Hunden und Menschen, auch nicht bei langer 
dauernder hoher Belastung am Menschen!*. Das Amid bzw. N-Methyl-amid lief 
bei oraler Zufuhr beim Hund ebenfalls keine Schadigungen erkennen. Auch in den 
obenerwahnten Fiitterungsversuchen an Ratten mit hoher Trilaurinbelastung' 
finden sich keinerlei Hinweise auf toxische Wirkungen der Laurinsiurefiitterung, 
Es existieren jedoch einige Literaturangaben, wonach Laurinsaure-methy]- 
ester und -4thylester bei oraler Zufuhr in hohen Dosen toxisch wirken kénnen, 
Wahrend die narkotische Wirkung niederer Fettsiurester schon seit langem be. 
kannt war", beobachtete Strack", daB Laurinsiure-methylester die Darn. 
schleimhaut stark reizt und narkotisch wirkt. Die Versuchshunde ,,waren benom. 
men, reagierten kaum auf Anruf, blieben nicht stehen und waren schlafrig‘‘. Der 
Laurinsaure-methylester wird nach Strack! zum’ Teil ungespalten resorbiert, 
weder Methanol noch Laurinsiure allein rufen solche Symptome hervor, auch nicht 
das Laurinsaure-triglycerid. Besonders bemerkenswert erscheinen in diesem Zu- 
sammenhang Beobachtungen von Stetten, Salcedo und Kesten?*, wonach 
Ratten bei Fiitterung groBer Mengen von Laurinsadure-athylester (35% der 
Kost) und gleichzeitiger cholinarmer Diat schwere, meist letale Herzschaden 
entwickeln. Von 16 Ratten kamen 15 wahrend des Fiitterungsversuches durch 
spontanen Herztod um. Allerdings traten diese Effekte nur bei Kombination hoher 
Laurinsaure-ester-Gaben mit Cholinmangel-Kost auf; Zusatz von 0,35% Cholin- 
chlorid zur Diat verhiitete die Herzverinderungen vdllig. Athylester anderer Fett- 
sduren zeigten nicht die toxischen Wirkungen des Lauripsaure-esters; auch dessen 
Giftwirkung auf den Herzmuskel wurde stark gemildert, wenn man seinen Anteil 
an der Kost von 35 auf 25 Gew.-% herabsetzte. 


Wilgram, Hartcroft und Best ’ bestatigten die Befunde von Stetten, 
Salcedo und Kesten** und dehnten sie auf eine groBe Zahl weiterer Fette syn- 
thetischer und natiirlicher Herkunft aus. Es ergab sich, daB bereits fettfreie 
Cholinmangelkost zu pathologischen Verinderungen im Herzmuskel fiihren 
kann, welche mit Fettansammlungen beginnen. Fettzulagen zur Cholinmangel- 
diat verstarken die Herzschaiden betrachtlich, wobei jedoch die einzelnen Fette in 
ihrer toxischen Wirkung deutliche Unterschiede aufweisen. So fiihren Rinderfett 
und Schweineschmalz bei Cholinmangel-Ratten zu stairkeren Herzschaden als 
Kokosél und Maiskeimél. Unter den Triglyceriden der Fettsaiuren C,, Cy, Co, Cy 
und C,, war Laurinsaure-triglycerid am stairksten herzschadigend wirksam. 
Entscheidend fiir das Auftreten der Herzschaden war in jedem Falle der bestehende 
Cholinmangel; das Ausma8 der durch ein bestimmtes Fett jeweils hervorge- 
rufenen Schaden nahm mit der Héhe des Fettanteils in der Kost deutlich zu. 


11 G, Weitzel, diese Z. 287, 267 ff. [1951]. 

12 G. Weitzel, H.Sch6én u. H. Kalbe, diese Z. 295, 173 [1953]. 

13 G. Weitzel, Fette u. Seifen 52, 670 [1950]. 

14 A. Pohl, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 31, 182 
[1893]. 

15 EK. Strack, Ber. Sachs. Akad. Wiss. 84, 130 [1932]. 

16 DPD. Stetten jr. u. J. Salcedo, J. Nutrit. 29, 167 [1945]; H. D. Kesten, 
J.Salcedo u. D. Stetten, ebenda 29, 171 [1945]. 

7G. F.Wilgram, W.S. Hartcroft u. C.H. Best, Brit. Med. J. 1954, 
3. Juli, S. 1. 
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In den beiden vorangehenden Mitteilungen dieser Reihe unter- 
suchten wir das Verhalten mittlerer Fettsiuren im Hautstoff- 
wechsel bei cholinsuffizienter* und bei Cholinmangel-Kost1*. Soweit 
dabei Laurinsaure als Fettanteil des Futters verabreicht wurde, lag 
sie ausschlieBlich im Verbande eines gemischt-séurigen Triglycerides 
von Capryl-, Caprin- und Laurinsaure vor, nicht als reine Verbindung. 
Die obengenannten Literaturangaben, die fiir auffallige Besonderheiten 
im Stoffwechselverhalten der Laurinsiure sprechen, veranlaBten uns, 
auch einheitliche Laurinsaureester in Fiitterungsversuchen an Ratten 
eingehend zu priifen. In Analogie zu den beiden vorangehenden Mit- 
teillungen* 18, die sich vorwiegend mit Capryl- und Caprinsaure- 
glyceriden sowie mit dem erwahnten Mischglycerid der Fettsiuren Cg, 
(,) und C,, befassen, berichten wir nachstehend tiber Fiitterung von 
Laurinsaéure-triglycerid, Laurinsdiure-athylester und Lau- 
rinsiure-methylester an Ratten und tiber die Aufnahme von Laurin- 
siure in Haut und Unterhaut sowie tiber das Verhalten des Leber- 
fettes, wobei teils cholinsuffiziente, teils Cholinmangel-Kost 
verabreicht wurde. Ganz besonders achteten wir dabei auf Herzver- 
anderungen der Tiere; nach Versuchsende wurden die Herzen histo- 
logisch untersucht. 


Methodik 


Fitterungsversuche und Rattenstamme: Wie in der I. Mitteilung’. 

Cholinmangelkost: Wie in der II. Mitteilung!®. 

Aufarbeitung von Haut und Unterhaut: Wie in der I. Mitteilung?. 

Aufarbeitung der Lebern: Bestimmung des Leber-Frischgewichtes sofort 
nach Entnahme und nach leichtem Abdriicken des Organs zwischen Filtrierpapier. 
Einlegen der frischen Leber in Aceton fiir mindestens 12 Stdn., einmaliges Erneuern 
des Acetons nach 6 Stdn.; abfiltrieren des Acetons und zerkleinern der Leber. Ex- 
traktion im Soxhlet, zundchst mit heiBem Athanol (12 Stdn.), danach mit Ather 
(24 Stdn.) = Atherextrakt I. Weitere Behandlung des Aceton-Auszuges (s. 0.): 
Abdestillieren des Acetons, aufnehmen des Riickstandes in Ather, abtrennen der 
waBrigen Phase, trocknen der ather. Lésung mit Natriumsulfat = Atherextrakt II. 
Weitere Behandlung des Athanol-Auszuges (s.0.): Abdestillieren des Athanols, 
ausschiitteln des Riickstandes mit Petrolather, waschen des Petrolathers mit 
0,5-n. HCl, ausschiitteln der sauren Waschlésung mit Petrolather, vereinigen der 
Petrolither-Ausziige. Vereinigen der Ather-Ausziige I und II, abdestillieren des 
Athers. Zugabe der petrolatherischen Lésung zum Ather-Riickstand, abdestillieren 
des Petrolathers. Entfernen der Lésungsmittelreste bei 30° Badtemperatur im 
Wasserstrahlvakuum. Wagung der erhaltenen Fettmenge und Bezugnahme auf das 
Leber-Frischgewicht. Bestimmung der Kennziffern. 

Kennziffern und Aquivalentgewichte: Fraulein Dr. A.-M. Fretzdorff, 
Medizinische Forschungsanstalt (Biochemische Abteilung). 

Histologie (F.-J. Strecker): Die Herzen wurden nach Formolfixation im 
Gefrierschnitt-Verfahren zumeist in Stufen geschnitten, um auch geringere Veran- 
derungen zu erfassen, Farbungen: Hamatoxylin-Eosin; Fettfarbungen mit Schar- 
lach-Rot, Sudan III und Sudanschwarz. Auch Lebern und Nieren wurden histo- 
logisch untersucht. 


18 F.Gey, H.Schén, H. Kalbe u. G. Weitzel, diese Z. 301, 132 [1955] 
(vorangehende IT. Mitt. dieser Reihe). 
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Ergebnisse 


Aufnahme verfiitterter Laurinsaéure in Haut- 
und Unterhautfett 


Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber das Verhalten des Haut- und 
Unterhautfettes nach Fiitterung verschiedener Laurinsaure-ester bej 
cholinsuffizienter und bei cholinarmer Kost. Die Kennziffern der aus 
Cutis und Subcutis isolierten Fette lassen im allgemeinen die Aufnahme 
der verfiitterten Laurinsiure erkennen. Dabei ist das verschiedene Ver. 
halten von Haut und Unterhaut bei geringem Laurinsaure-Angebot 
bemerkenswert : Normalkost mit Zusatz von 10% Laurinsaéure-athylester 
(Versuchsgruppe 2) ruft im Unterhaut-Fett bereits starke Erhohung 
der Verseifungszahl, verbunden mit kraftiger Abnahme der Jodzahl 
hervor, jedoch nicht im Hautfett, dessen Verseifungszahl im Normal. 
bereich verharrt, wahrend die Jodzahl nur geringfigig sinkt. Dem- 
entsprechend liegt die Ausbeute an wasserdampfflichtigen Fettsauren 
Tab. 1. Aufnahme von Laurinsadure in Haut und Unterhaut von Ratten nach Fiit- 


terung von Trilaurin sowie von Laurinsaure-athyl- und methylester (Versuchsdauer 
21 Tage, wenn nichts anderes vermerkt). 





Isoliertes Fett Wasserdampffl. Sauren 





G 
Page Kostform 


7 mgaus | _ mittleres 
Herkunft VZ | IZ 149 g Fett | Aquiv.-Gew. 





. Haut 185,4 | 87,5 100 240 
1 | Normalfutter* Unterhaut |139,2| 840] 90 242 
Normalfutter + es 
Ae Haut 188,6 76,4 118 212,6 
2 10% Laurinsaure- : / - 
athylester** Unterhaut | 216,9 | 60,0 207 219,3 
Normalfutter + 
3 30% Trilaurin + | Haut 202,8 | 42,9 428 198,3 
10% Laurinsaure-} Unterhaut | 218,0 | 48,2 472 209,0 
athylester* 


Cholinarm + 30% 




















‘ Trilaurin + 10% | Haut 212,0 | 41,7] 660 203,1 
Laurinsaure- Unterhaut | 217,4 | 38,6 532 214,9 
athylester* 

5 ee | 195,0.| 38,7] 515 206,5 
athylester* : Unterhaut | 202,7 | 50,0 302 204,3 

6 ee es 177,0 | 27,6 | 492 201,0 
methylester* Unterhaut 192,3 42,8 _— — 

Cholinarm + 35% 
Laurinsaure- x 
Pp Haut 215,3 | 26,7 681 206,0 

7 | Sthylester (nach | Unterhaut |226,5 | 25,0] 702 

41 Tage)** 


* WeiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten ** Sprague-Dawley-Ratten (Géttingen). 
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aus Unterhautfett fast doppelt so hoch wie diejenige aus Hautfett. 
Daraus geht hervor, daB die allgemein depotfahige Laurinsaure in der 
Subcutis bei geringem Angebot in héherem MaBe gespeichert wird als 
in der Cutis, d. h. es besteht hier entgegengesetztes Verhalten wie bei 
Capryl- und Caprinsaure* 18, 

Bei héherem Laurinsaéure-Angebot in der Nahrung verwischen sich 
die Unterschiede zwischen Cutis und Subcutis, beide Gewebe nehmen 
die Séure in etwa gleichen Anteilen auf. Dies ergibt sich fiir cholin- 
suffiziente Kost aus Versuchsgruppe Nr.3 in Tab. 1. Hier setzte 
man dem Futter 30 Gew.-% Laurinsiure-triglycerid und 10 Gew.-% 
Laurinsadure-athylester zu, um das fiir gute Resorption etwas zu harte 
Glycerid (Schmp. 43°) durch den fliissigen Ester zu erweichen. Die Ver- 
seifungszahlen im Haut- und Unterhaut-Fett iiberschreiten 200, die 
Jodzahlen sinken unter 50, die in 10g Fett enthaltenen fliichtigen 
Siuren machen 4—5% der Gesamtfettsiuren aus und besitzen Aqui- 
valentgewichte, die demjenigen der Laurinsadure (ber. 200,3) sehr nahe 
kommen. Damit ergeben sich betrachtliche Unterschiede zu den Werten 
der Normalgruppe (Nr. 1 in Tab. 1), welche keine Laurinsdéure mit dem 
Futter erhielt. Die mit Cholinmangel-Kost ernahrten Ratten, 
welche das gleiche Gemisch aus Trilaurin und Laurinsiure-athylester 
erhielten (Gruppe Nr. 3 in Tab. 1), reagierten jedoch ganz ahnlich wie 
Gruppe Nr. 2 bei cholinsuffizienter Kost. Der einzige nennenswerte 
Unterschied besteht in einer deutlich héheren Ausbeute an wasser- 
dampffliichtigen Fettsiuren pro 10 g Fett, welche hier in der Haut rd. 
7% erreicht. Wir halten uns jedoch nicht fiir berechtigt, diese Erhéhung 
des Anteils fliichtiger Siuren im Hautfett dem Cholinmangel der Kost 
zuzuschreiben, da in den weiteren Cholinmangel-Versuchen der Tab. 1 
nur in einem Falle (Gruppe Nr. 7) Werte um 7% wiederkehren, wahrend 
sie in den Gruppen Nr. 5 und 6 trotz hohen Angebots an Laurinsadure 
in der Kost fiir Haut- und Unterhautfett nicht viel anders liegen als in 
Gruppe 3 bei cholinsuffizienter Kost. Der in der Versuchsanordnung 
von Stetten und Mitarbeitern'® an Sprague-Dawley-Ratten iiber 
41 Tage durchgefiihrte Fiitterungsversuch (Gruppe Nr.7 in Tab. 1) 
mit Cholinmangel-Kost bei Zusatz von 35% Laurinséure-aithylester 
erbrachte von allen Gruppen der Tab. 1 die héchsten Verseifungs- und 
die niedrigsten Jodzahlen sowie die héchstén Ausbeuten an fliichtigen 
Fettsiuren pro 10 g Fett. Es handelt sich bei Grupppe 7 allerdings auch 
um denjenigen Versuch der Tab. 1, in welchem die Tiere die bei weitem 
groBte Gewichtszunahme (um 60% des Anfangsgewichtes!) wahrend 
der langeren Versuchszeit aufwiesen. 

In der vorangehenden II. Mitteilung dieser Reihe hatte sich ergeben, 
da8 ein lipotroper Effekt des Cholins auf den Fettstoffwechsel der Haut 
nicht nachzuweisen war; ebensowenig lieB sich ein EinfluB des Cholins 
auf die Besonderheiten der Fettsiurezusammensetzung des Haut- und 
Unterhautfettes nach Fiitterung von Octan- und Decansiaure erkennen. 
Auf Grund von Tab. 1 kann man auch fiir den Hautstoffwechsel der 
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Laurinsaiure dem Cholin keine speziellen Effekte zuschreiben; die 
Aufnahme verfiitterter Laurinsiure in Cutis und Subcutis hangt offenbar 
lediglich von der Hohe der angebotenen Mengen und von dem all. 
gemeinen Ernéhrungszustand der Tiere ab. 


Leberfett und Tierverluste nach Fiitterung hoher Dosen 
von Laurinsdure-estern 


In Tab. 2 sind diejenigen Tiergruppen zusammengefaBt, welche 
hohe Gaben von Laurinsdure-estern teils bei cholinsuffizienter, 
teils bei cholinarmer Kost erhielten. In den Versuchsgruppen 1 und 3, 
d.h. bei cholinsuffizienter Kost, liegen die Leberfettwerte mit 
4,3 und 6,1% Fett in der Frischleber im normalen Bereich. Aber auch 
bei cholinarmer Kost zeigen die Gruppen Nr. 4 mit 6,8% und Nr. 6 
mit 7,2% noch annahernd normale Werte. Deutlich erh6ht ist der 
Leberfettgehalt in Gruppe Nr.5 mit 12,1%; eigentliche Fettlebern 
mit Werten tiber 20% Fett in rs Frischleber liegen nur in den Gruppen 
7 und 8 vor. Der Grund fiir dieses verschiedenartige Verhalten der 


Tab. 2. EinfluB von Normal- und Cholinmangel-Kost auf Leberfett und Tier- 
verluste bei Fiitterung hoher Dosen von Laurinsdure-estern an Ratten. 














Leberfett 
3 ‘ 
2 ¢€1] Zahl 25 2 . 
Gruppe z cay & és> g3. Tier- 
Nr. rere z oo “E E se/eg° VZ JZ | verluste 
*. SEF | Tiere ia = & = = 
1 Normalfutter* ...| — 10 4,3 | 204,5 | 84,7 0 
Normalfutter + 30% 
3 Trilaurin + 10% 
: Laurinsaure-athyl- 
COI. = sc. 21 10 +10 6,1 | 217,9| 80,4 0 
Cholinarm + 30% Tri- 4 
+ laurin + 10% Lau- von 
rinsdure-athylester* 21 20 -17 6,8 | 219,6 | 83,8 20 
Cholinarm + 35% 
5 Laurinsaure-athy]- 
peter 690 Lagi ge e.g 21 9 —10 | 12,1 | 194,4] 64,0 0 
Cholinarm + 35% 1 
6 Laurinséure-methyl- von 
PRUOE Tes reins; is 21 10 —26 7,2 | 203,3 | 83,1 10 
Cholinarm + 35% 
a Laurinsaure-athyl- 
y ester (nach Stet- 
COME ee, ers se] we 8 +60 | 22,5 | 227,4] 24,8 0 
8 Wie vorstehend nach 
Stetten** .. 54 6 +54 | 23,9 | 226,11] 30,0 0 























* Junge, wachsende, weiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten. 
** Sprague-Dawley-Ratten (Géttingen), 50—75 g Anfangsgewicht. 
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Cholinmangel-Tiergruppen dirfte in den Gewichtsverinderungen 
wihrend der Fiitterungszeit zu suchen sein: Nur die Gruppen 7 und 8 
mit starker Gewichtszunahme wiahrend der Versuchszeit — die Tiere 
nahmen um 60 bzw. 54% des Anfangsgewichtes zu — wiesen Fettlebern 
auf, wihrend die anderen Cholinmangel-Gruppen (Nr. 4, 5 und 6) zum 
Teil erheblich an Gewicht verloren, so daB die hier fehlende Leber- 
verfettung als Hungereffekt erklarbar ist. 

Auf Grund der Kennziffern des Leberfettes bei Normalfutter 
(Gruppe Nr. 1) lassen sich Riickschliisse auf die Ablagerung von Laurin- 
siure im Leberfett der anderen Versuchsgruppen ziehen. Die Verseifungs- 
zahl, die mit 204,5 bereits bei Normalfutter eine beachtliche Hohe 
erreicht, ist in den Gruppen Nr. 3 mit 217,9 und Nr. 4 mit 219,6 erhoht; 
jedoch wird diese Steigerung nicht von einer nennenswerten Senkung 
der Jodzahl begleitet. Im Gegensatz dazu finden sich in den Gruppen 
7 und 8 die héchsten Verseifungszahlen im Leberfett von allen Gruppen 
der Tab. 2, zugleich aber auch die bei weitem niedrigsten Jodzahlen. 
Da es sich hier um die beiden Gruppen handelt, die als einzige auch 
eine ausgepragte Fettleber entwickelten, so ist mit Sicherheit auf eine 
Ablagerung erheblicher Laurinsiuremengen in den Lebern der 
Ratten-Grupppen 7 und 8 zu schlieBen. 

Die letzte Spalte der Tab. 2 gibt AufschluB tiber die Tierverluste 
wihrend der Versuchsdauer. Zunachst fallt auf, daB nur in zwei der 
sechs Fiitterungsversuche mit hohen Laurinséuregaben Tiere ad exitum 
kamen und daB von den insgesamt 53 Ratten, welche hohe Laurin- 
siure-Gaben zugleich mit Cholinmangel-Kost erhielten, 48 Tiere 
die Versuche itiberlebten. Besonders bemerkenswert erscheinen die 
Gruppen 7 und 8, weil hier die Versuchsanordnung genau den Angaben 
von Stetten!® entsprach, lediglich der Tierstamm war ein anderer. 
Wahrend bei Stetten und Mitarbb.'® fast alle Tiere innerhalb von 
6Tagen an Myocarditis starben, und Best und Mitarbb. ?’ in entsprechen- 
der Versuchsanordnung etwa die Halfte der Tiere innerhalb von 12 Tagen 
an Myocarditis verloren, tiberlebten alle unsere Tiere den Versuch, 
obwohl wir ihn auf 41 bzw. 54 Tage ausdehnten. Wir verwandten in 
den Versuchen Nr. 7 und Nr. 8 junge, wachsende Ratten von 50—75 g 
Gewicht wie die anderen Autoren auch; der von uns benutzte Sprague- 
Dawley-Stamm ist gegeniiber Cholinmangel sehr empfindlich und ent- 
wickelt starke Fettlebern. 


Histologische Befunde (F.-J. Strecker) 


Nach den Angaben von Kesten, Salcedo und Stetten’® be- 
stehen die Herzverainderungen, die sie bei jungen Ratten nach Fiitterung 
hoher Gaben von Laurinsaure-aithylester bei gleichzeitigem Cholin- 
mangel beobachteten, in einer herdférmigen Myocarditis mit 
Nekrosen einzelner Muskelzellen. Nach Fiitterung der Athyl- 
ester anderer Fettsiuren traten diese Herzschiden nicht auf; setzte 
man den Anteil des Laurinsdure-esters im Futter von 35 auf 25% 
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herab, so war die Myocarditis mild und mehr diffus, so daB die Tiere 
am Leben blieben. Wahrend Stetten und Mitarbb.'* die Auffassung 
vertraten, daB es sich bei der Myocarditis vorwiegend um ein inter. 
stitielles Geschehen handele, kamen Best und Mitarbb.!” zu der 
Ansicht, daB die primaire Schidigung die Herzmuskelfasern selbst 
betreffe, beginnend mit Verfettung und endend mit der Nekrose. Sie 
teilen dementsprechend die Herzverinderungen in ,,Lipoidosis‘‘ und 
,,Cardionekrosis“‘ ein. 


1. Versuchsgruppen Nr. 5 und 6 (Tab. 2): Es handelt sich hier 
um weiBe Laboratoriums-Reinzuchtratten, die cholinarmes Futter mit 
Zusatz von 35 Gew.-% Laurinsiure-aithylester bzw. -methylester er. 
hielten. Nur 1 Tier verstarb am 20. Tag, die iibrigen wurden am 21. Tag 
des Versuches getétet. 

Myocardveranderungen fanden sich histologisch bei allen Tieren; 
Ausdehnung und Grad der Herzlisionen waren jedoch von 
Tier zu Tier sehr unterschiedlich. Mehrere Tiere sowohl der 
Methyl- als auch der Athylestergruppe wiesen schwerste Verande. 
rungen auf, darunter auch die eine am 20. Versuchstage gestorbene 
Ratte. In diesen Fallen waren bereits bei der makroskopischen Be. 
trachtung der Herzen fleckférmige graugelbe Myocard-Bezirke fest- 
zustellen. Die histologische Untersuchung zeigte eine schwere herd- 
foérmige Myocarditis, wobei die kleinen Herdchen in den bereits 
makroskopisch veranderten Arealen dicht bei dicht gelagert, in den 
iibrigen Herzabschnitten weniger zahlreich und ungleichmaBig verstreut 
waren. Die einzelnen Herdchen waren in der Regel im Bereich einzelner 
Muskelfasern oder nur kleiner Fasergruppen entwickelt, welche alle 
Grade einer Schadigung bis zur vollstindigen Nekrose der Muskel- 
fasern zeigten; hier und da fanden sich in zerfallenden Muskelfasern 
grobe Fettropfen. Um die geschidigten Herzmuskelzellen gruppierten 
sich dicht gelagert abréumende Makrophagen, ganz vereinzelt von 
einzelnen Lymphocyten begleitet. Ein mehr diffuser Befall etwas 
groBerer Muskelareale war selten festzustellen. 


Die meisten Tiere wiesen jedoch nicht so schwere, d. h. nur mikro- 
skopisch nachweisbare Veranderungen auf in Form mehr oder weniger 
zahlreicher und verstreuter kleiner Herdchen von der gleichen Beschaffen- 
heit. Bei einzelnen Herzen konnten erst Stufenschnitte sparliche Einzel- 
herde aufdecken, wihrend die Interstitien der Herzmuskulatur im 
ibrigen nur Auflockerung und wechselnd starke mesenchymale Zell- 
belebung zeigten, teilweise auch spiirliche Lymphocyteneinstreuung. 


2. Versuchsgruppen Nr. 7 und 8 (Tab. 2): In diesen Versuchs- 
gruppen wurden 50 bis 75g schwere SD-Ratten nach der Original- 
vorschrift von Kesten, Salcedo und Stetten!® mit 35 Gew.-% 
Laurinséure-athylester in der Diait behandelt. Alle Tiere iiberlebten 
und wurden erst am 41. Tag (Gruppe 7) bzw. am 54. Tag des Fiitterungs- 
versuches (Gruppe 8) getétet. 
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Alle Herzen dieser Versuchsgruppen zeigten recht einheitliche 
Verinderungen. Frische myocarditische. Herde, wie sie fiir die Gruppen 
5 und 6 oben beschrieben wurden, konnten stets nachgewiesen werden, 
waren in den einzelnen Herzen jedoch nur sehr sparlich und verstreut 
vorhanden und teilweise erst durch Stufenschnitte aufzufinden. In den 
Gewebeschnitten fielen aber neben einer auch hier wie in den Ratten- 
gruppen 5 und 6 in den Muskelinterstitien bestehenden diffusen mesen- 
chymalen Reaktion immer wieder Stellen auf, die man als ,,Narben‘ 
kleiner Nekroseherdchen auffassen mu. In das geordnete Gefiige der 
Herzmuskelfasern sind sie als Liicken eingestreut, welche von jungen 
Fibroblasten ohne grdbere Bindegewebsbildung locker ausgefiillt 
werden. 

3. Herzveranderungen bei Cholinmangelratten mit Fit- 
terung verschiedener anderer Fette sowie ohne Fettbe- 
lastung: Auf Herzverinderungen untersuchten wir weiterhin aus 
Vergleichsgriinden mehrere Rattengruppen, die einerseits im Cholin- 
mangelversuch ohne Fettbelastung standen, zum anderen im Cholin- 
mangel verschiedene andere Fette zugefiihrt erhielten (darunter ver- 
schiedene synthetische Triglyceride sowie von natiirlichen Fetten 
Olivenél. und Leindl). 

Herzmuskelnekrosen konnten wir bei keinem der untersuchten 
Tiere feststellen, wohl aber haufig eine Auflockerung der Interstitien 
mit geringgradiger diffuser mesenchymaler Zellbelebung. Mehrfach 
fanden sich auch Verfettungen von Herzmuskelfasern, die teilweise 
sogar sehr ausgedehnt waren, wobei sich die Ablagerung der feinen Fett- 
trépfchen aber stets sehr geordnet: an das Muster der wohlerhaltenen 
Muskelfibrillen hielt. 


4. Leber- und Nierenveranderungen: In den Lebern der 
Rattengruppen 5 und 6 waren histologisch neben einer geringen fein- 
bis mittelgroBtropfigen, vorwiegend peripheren Leberverfettung einzelne 
miliare Nekrosen und auch sog. Reticulumzellknétchen nachzuweisen. 
Gleichartige Befunde konnten auch bei den Rattengruppen 7 und 8 
erhoben werden; die Leberverfettung war hier aber betrachtlich stirker, 
fein- bis groBtropfig und iiber die ganzen Lappchen ausgedehnt. 

Die Nieren der Rattengruppen 5, 6,7 und 8 zeigten in einzelnen 
Fallen stellenweise Fetteinlagerung in den Tubulusepithelien. Schwere 
Nierenverinderungen, wie sie erstmals von Griffith und Wade?® 
1939 als hamorrhagische Nierenlaisionen bei jungen Cholinmangel- 
ratten beschrieben wurden, kamen nicht vor, wurden aber mehrfach 
bei denjenigen Rattengruppen gefunden, welche in den unter 3. be- 
schriebenen Herzen nur eine geringe Zellbelebung der Interstition auf- 
wiesen. Diese Nierenverinderungen bestanden in einer ausgedehnten 
Verfettung, Nekrose und teilweise auch Verkalkung der Tubulus- 
epithelien und der Glomerulumschlingen sowie Blutungen in der Rinde. 


19 W. H. Griffith u. N. J. Wade, J. biol. Chemistry 131, 567 [1939]. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen mit denjenigen 
der beiden vorhergehenden Mitteilungen* !* gestatten einige Aussagen 
iiber das spezielle Verhalten mittlerer Fettsiuren im Hautstoffwechsel. 
Hinsichtlich der Aufnahmefihigkeit dieser Kettenlangen ist fiir Octan- 
siure die Cutis der Subcutis deutlich iiberlegen. Decanséure wird 
von beiden Geweben etwa gleich gut aufgenommen, wihrend Laurin- 
saiure von der Subcutis besser gespeichert wird als von der Cutis. 
Diese RegelmaBigkeit pragt sich deutlich aus bei nicht zu hohem Angebot 
mittlerer Fettsiuren in der Nahrung, weniger deutlich bei Uberschwem- 
mung des Organismus mit sehr hohen Dosen dieser Fettsiuren. Die 
Subcutis verhalt sich somit ahnlich wie die meisten Fettdepots des 
Tierkérpers, fiir welche Laurinsiure unter den depotfahigen Fett- 
siuren diejenige mit der geringsten Kohlenstoffzahl darstellt. Denn 
wahrend Capryl- und Caprinsiéure nur in Spuren im KG6rperfett ge- 
speichert werden kénnen, wird Laurinsiure bei entsprechendem Angebot 
in groBen Mengen eingelagert®. Fiir die Haut sind, wie unsere Befunde 
zeigen, auch Decan- und Octansiaure ,,depotfahig“‘; wir finden in unseren 
Fiitterungsversuchen fiir Capryl-, Caprin- und Laurinséure jeweils eine 
fiir die drei Fettsiiuren etwa gleich grofe Speicherfahigkeit von rd. 7% 
der Gesamtfettsauren. 

Ebenso wie in den beiden vorangehenden Mitteilungen la8t sich 
auch bei den Laurinsaure-Versuchen der vorliegenden Arbeit eine 
Beeinflussung des Verhaltens mittlerer Fettsiuren im Hautstoffwechsel 
durch Cholin nicht erkennen. DaB bei cholinarmer Kost, hoher Laurin- 
siure-Zufuhr und starker Gewichtszunahme der Tiere eine reichliche 
Aufnahme von Laurinsaéure in Haut und Unterhaut erfolgt, ist auch 
ohne Annahme eines speziellen Cholineffektes verstaéndlich. Auch das 
Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein einer Fettleber bei cholin- 
armer Kost scheint den Haut-Stoffwechsel mittlerer Kettenlingen 
nicht zu beeinflussen. Es tritt allerdings hier die Frage hinzu, inwieweit 
fiir Umsatz und Transport der mittleren Fettsiuren Cholin die gleiche 
Bedeutung besitzt wie fiir die hGheren Fettséiuren. Einige Befunde 
unserer bisherigen Untersuchungen iiber den intermediaren Stoffwechsel 
mittlerer Fettsaéuren weisen darauf hin, daB sowohl in der Leber wie auch 
in Saften und Geweben die mittleren Kettenlingen zum Teil anders 
behandelt werden wie die héheren Kettenlingen. Derartige Beob- 
achtungen, zu denen auch das obenerwihnte abweichende Verhalten 
in der Cutis zu rechnen ist, gehéren in den groBen Rahmen der ,,bio- 
logischen Sonderstellung der Fettsiuren mittlerer Ketten- 
lange‘‘2°, 

Im Vergleich zu den nach Laurinsiéure-Fiitterung auftretenden 
schweren Herzmuskelschidigungen, an denen Kesten, Salcedo 
und Stetten?® fast alle ihre Ratten bis zum 6. Versuchstag verloren 


20 G. Weitzel, Dtsch. Med. Wschr. 75, 1616 [1950]. 
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hatten und auch Wilgram, Hartcroft und Best?!’ etwa 50% ihrer 
Tiere in 12 Tagen einbiiBten, erwiesen sich unsere Rattenstéimme als 
weitaus weniger empfindlich. Die Unterschiede zu den genannten 
Autoren sind jedoch nur graduell, denn unsere histologischen 
Untersuchungen bestatigen die Herzmuskelschadigungen an jungen 
Ratten bei cholinarmer Kost unter dem EinfluB hoher Gaben von 
Laurinsaéure-dithylester. Aus unseren Versuchen geht weiterhin hervor, 
daB dem Laurinséiure-methylester die gleiche Wirkung zukommt. 

Die Beschaffenheit der herdférmigen Myocard-Veranderungen bei 
unseren Ratten spricht in Ubereinstimmung mit der Ansicht von 
Wilgram, Hartcroft und Best?’ fiir eine primaire Schadigung der 
Herzmuskelfasern selbst, wobei es zu Verfettungen und schlieBlich zur 
Nekrose kommen kann. Daf wir keine so ausgedehnten Verfettungen 
wie die letzteren Autoren gesehen haben, ist vielleicht auf die langere 
Dauer unserer Versuche zuriickzufiihren, die uns vorwiegend bereits 
altere Stadien der herdférmigen Veranderungen sehen lieB, bei den 
Rattengruppen 7 und 8 (41 bzw. 54 Tage Versuchsdauer) sogar meist 
nur noch die Narben abgelaufener Prozesse. Die geringe Empfind- 
lichkeit unserer Tierstémme, wie sie im Vergleich zu den Befunden 
der genannten Autoren bei Laurinsaure-Fiitterung sich ergibt, macht 
sich in ahnlicher Weise bemerkbar bei entsprechenden Versuchen mit 
anderen Fetten. Best und Mitarbb.!” fanden auch nach Fitterung 
synthetischer Triglyceride und natiirlicher Fette Myocard-Verande- 
rungen wie nach Laurinsaéure-Zufuhr, jedoch in schwacherem AusmaBe. 
Unsere Rattenstémme reagieren auf derartige Fettbelastungen héch- 
stens mit einer uncharakteristischen geringen und diffusen mesenchy- 
malen Reaktion sowie mit einer gelegentlichen Verfettung von Herz- 
muskelfasern ohne Zeichen einer weiteren Schadigung. 

In den vorstehend beschriebenen Fiitterungsversuchen mit cholin- 
armer Kost und sehr hohen Gaben von Laurinsaéure-estern 
(35—40% der Diadt) handelt es sich um das Beispiel einer extrem ein- 
seitigen Ernaihrung. In solchen Fallen ist grundsatzlich zu fragen, ob, 
abgesehen vom Cholinmangel, in weiteren Stoffwechselbezirken Uber- 
beanspruchungen und Erschépfungen auftreten kénnen. Es ware z. B. 
moglich, daB durch die immerwaéhrende Umsetzung groBer 
Laurinséure-Mengen ein weiteres Wirkstoff-Defizit zum Cholin- 
mangel der Kost hinzukommt, welches durch die Nahrung nicht aus- 
geglichen wird und dadurch die Mangellage verscharft. Die Kost der 
Versuchstiere ist nicht eiweiBreich; zu dem Mangel an labilen Methyl- 
gruppen kann sehr leicht ein solcher an essentiellen oder auch nicht 
essentiellen Aminosduren hinzukommen, wenn der Bedarf des inter- 
mediaren Stoffwechsels als Folge der Laurinsiure-Belastung fiir irgend- 
eine spezielle Aminosaure in die Hohe geht. 

Wirkstoffmangel als Folge hoher Fettbelastung ist nichts Unge- 
wohnliches: Kotake jr. und Mitarbb.”! fanden z. B. vor kurzem, daB 


21 Y. Kotake jr. u. T. Inada, J. Biochemistry [Tokyo] 40, 287 [1953]. 
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schon kurzdauernde Fettbelastungen bei Ratten Veranderungen 
im Tryptophan-Stoffwechsel verursachen, die denen des Vitamin-B,. 
Mangels vollig analog sind. Diese japanischen Befunde, die wir? auch an 
unseren Rattenstémmen erheben konnten, beruhen! zweifellos darauf, 
daB hohe Fettbelastung zu einem Mehrverbrauch an Vitamin-B, und 
damit zu einem echten Mangelzustand fiihrt, obwohl die Kost a priori 
nicht Bg-arm ist. 

Der Nachweis eines stark erhéhten Bedarfs an gewissen Wirkstoffen 
bei hoher Fettbelastung kann aber nicht die Tatsache erkliren, da§ 
gerade Laurinsaéure-ester wesentlich starker als andere Fette zu Schi.- 
digungen fiihren. Hierzu sei auf folgendes hingewiesen: Bei Fiitterung 
von Laurinsaure-estern ist mit weitgehender Hydrolyse im Darm unter 
Bildung von freier Laurinsaéure bzw. von laurinsauren Salzen zu rechnen. 
Es ist bekannt, daB die freien mittleren Fettsiuren bzw. ihre Salze hohe 
antimikrobielle Eigenschaften besitzen. Die wachstumshemmen- 
den Effekte kulminieren, wie wir?” ** zeigen konnten, bei der Ket- 
tenlange C,,. Nun besitzt nicht zuletzt bei der Ratte die Bakterien- 
flora des Darmes hohe Bedeutung fiir die Versorgung des Organismus mit 
Wirkstoffen, die im intermediiren Stoffwechsel bendtigt werden. Wenn 
daher von den verabreichten hohen Laurinsiure-Gaben Anteile in tiefere 
Darmabschnitte gelangen, dann kénnen sie vermutlich die dortige Bak- 
terienflora so weit schadigen, da die Wirkstoff-Synthese aussetzt. Die 
Folge ware eine erhebliche Verscharfung der Stoffwechsel-Situation, vor 
allem hinsichtlich der Versorgung mit Vitaminen der B-Gruppe und mit 
Vitamin K. 

SchlieBlich kann in diesem Zusammenhang auf eine kiirzlich er- 
schienene Mitteilung von Dessau, Lipchuck und Klein®, die sich 
auf direkte Zusammenhinge zwischen Wirkstoffmangel und Herz- 
schaden bezieht, verwiesen werden. Diese Avtoren untersuchten die bei 
Ratten und Mausen auftretenden Herzschiden, wenn gereinigte Diiten 
mit Zusatz von 1% Sulfaguanidin verfiittert werden. Sie fanden, daf 
das Fehlen der Vitamine E und K fiir die Herzschiaden, die in akuter 
Myocarditis, Nekrose und Himorrhagien im Herzmuskel bestehen, ver- 
antwortlich ist. 


Zusammenfassung 


Als Glycerid, Athyl- oder Methylester verfiitterte Laurinsaure 
wurde von Ratten im Haut- und Unterhautfett abgelagert; man fand 
dort bis zu rd. 7% Laurinsaure als Anteil der Gesamt-Fettsiuren. Bei 
geringem Laurinsaéure-Angebot in der Nahrung speicherte die Subcutis 
mehr Laurinsiaure als die Cutis. Cholinmangel lieB keinen direkten Ein- 


22 G. Weitzel, E. Buddecke, F.-J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 298, 
169 [1954]. 

23 G. Weitzel u. E.Schraufstatter, diese Z. 285, 220 [1950]. 

*4 F. I. Dessau, L. Lipchuck u. 8. Klein, Proc. Soc. exp. Biol. Med.. 87, 
522 [1954]. 
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fluB auf die Ablagerung von Laurinséure in Haut und Unterhaut er- 
kennen. 

Fiitterung hoher Gaben von Laurinsaure-estern (35—40 Gew.-% 
der Kost) an Ratten bei gleichzeitiger cholinarmer Diat. fiihrte nicht zu 
den von anderen Autoren beschriebenen sehr hohen Tierverlusten durch 
Herzschadigung. Die histologische Untersuchung unserer Ratten ergab 
jedoch, daB die wenigen, wihrend der Versuchszeit verendeten sowie die 
nachtraglich getoteten Tiere Herzschiden aufwiesen, die mit den in der 
Literatur beschriebenen tibereinstimmten. 

In Anbetracht der extremen Ernahrungsverhaltnisse, welche zur 
Auslésung der Herzschaden erforderlich sind, wird die Moéglichkeit der 
Entstehung eines zusétzlichen Wirkstoffmangels —_ die hohe 
Laurinsdure-Belastung erwogen. 


Summary 


Laurie acid which was fed to rats in the form of the glyceride, 
methyl or ethyl ester was deposited in the fat of the cutis and subcutis, 
the total fatty acids of which were found to contain up to about 7% of 
lauric acid. When small amounts of lauric acid were administered with 
the food the subcutis stored more lauric acid than the cutis. It was not 
possible to detect any direct influence of choline deficiency on the depo- 
sition of lauric acid in the cutis and subcutis. 

The feeding of large amounts of lauric acid esters (35—40% by 
weight of the food) to rats in a diet which was at the same time deficient 
in choline did not lead to the very high loss of animals due to injury to the 
heart, described by other authors. It was found however by histological 
examination of the rats that the few animals which died during the 
experimental period and those which were subsequently killed exhibited 
injury to the heart, in agreement with that described in the literature. 

In view of the extreme nutritional conditions necessary to produce 
injury to the heart, consideration was given to the possibility of the 
development of asupplementary deficiency of growth substance 
due to the large amounts of lauric acid administered. 
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Uber die Eikosapolyensiuren der Glycerinphosphatide 
des Gehirns 
Von 
E. Klenk und F. Lindlar 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6éln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Mai 1955) 


Nach. den friiheren! Untersuchungsergebnissen ist damit zu rechnen, 
daB 3 verschiedene Eikosapolyensiuren in den Glycerinphosphatiden 
des Gehirns vorkommen. Es handelt sich um folgende Saéuren: J !"-14-Ej. 
kosadienséure (I), 4 5-8-11-Eikosatriensiure (II) und 4 58--14_Kikosate. 
traensdure (III). Von diesen kann jedoch nur das Vorhandensein der 
Tetraensaure als gesichert angesehen werden. 

Wir haben nun in ahnlicher Weise wie bei der Dokosapolyensiure. 
fraktion? das Saéuregemisch durch Gegenstromverteilung in die Kom. 
ponenten zerlegt. Da uns jetzt eine gréBere, 200-stufige vollautoma. 
tische Apparatur zur Verfiigung stand, konnte auch eine entsprechend 
schirfere Trennung erzielt werden. Es gelang, auBer der in verhiltnis. 
maBig groBen Mengen vorhandenen Tetraensiure eine tetraenfreie Trien. 
sdurefraktion und eine nahezu trienfreie Dienséurefraktion zu erhalten. 
Von jeder dieser 3 Saéurefraktionen wurde die Lage der Doppelbindungen 
wie tiblich durch oxydativen Ozonidabbau mit anschlieBender chromato. 
graphischer Analyse des Gemischs der Abbausiuren nach der Methode 
von Klenk und Bongard? bestimmt, wobei jedoch nur die Dicarbon- 
sduren des Gemischs erfaBt wurden. 

Beim Abbau der Tetraensiure erhielten wir auBer gréBeren Mengen 
Glutarsaure (0,7 Mol) und Malonsiure (1,5 Mol) nur noch kleinere Mengen 
Bernsteinséure (0,09 Mol). Héhere Dicarbonséuren fehlen vollstandig. 
Da beim Abbau des Methylesters der Tetraensiure nur noch Malonsiure 
in unverandert groBen Mengen (1,6 Mol) auftrat und die Menge der 
freien Glutarsdure bis auf einen geringen Betrag (0,07 Mol) zuriickging, 
kann kaum ein Zweifel bestehen, da hier der Hauptsache nach die 
Saure III (Arachidonséure) vorlag. Eine ahnliche pentaenfreie Eikoss- 
tetraensiure, deren Konstitution jedoch nicht aufgeklirt wurde, ist 
vor kurzem von Herb u. a.4 aus Nebennierenlipoiden gewonnen worden. 


1 EK. Klenk u. W. Bongand, diese Z. 291, 104 [1952]. 

2 E. Klenk u. F. Lindlar,.diese Z. 299, 74 [1955]. 

3 E. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

48. F. Herb, R. W. Riemenschneider u. J. Donaldson, J. Amer. Oil 
Chemists’ Soc. 28, 55 [1951]. 
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Die Triensdéure ergab beim Abbau auBer Glutarsiure (0,3 Mol) und 
Malonsiure (0,8 Mol) noch betrachtliche Mengen Korksaéure (0,5 Mol). 
Bei der seiner Zeit! durchgefiihrten chromatographischen Analyse der 
Abbauséuren des urspriinglichen C,,-Polyenséuregemischs hat sich die 
hier aufgefundene Korkséure der Beobachtung entzogen. Offensichtlich 
war sie unter den Abbausauren nur in so kleinen Mengen vorhanden, 
daB sie neben den groBen Mengen der anderen Dicarbonsiuren nicht 
mehr einwandfrei erfaBt werden konnte. Auf Grund der friiheren Be- 
funde, wonach allen C,,- und C,,-Polyensiuren der Gehirnphosphatide 
Divinylmethanstruktur zukommt, handelt es sich bei der vorliegenden 
Triensiurefraktion um ein Gemisch der Séure II und der A §-"-14-Eiko- 
satriensaure. 

Die praktisch reine Dienséiure konnte nur in geringen Mengen er- 
halten werden. Die Substanzmenge reichte zur Charakterisierung als 
(,9-Saure durch Uberfiihrung in die Arachinsiure (n-Eikosansiure) aus. 
Zum Ozonidabbau muBte jedoch eine unreinere Fraktion verwendet wer- 
den. Unter den Abbausaduren fanden sich auBer Malonsaure, neben etwas 
Azelain- und Korksaure, nur C,,-Dicarbonsiéure in nennenswerten Men- 
gen. Es fehlten Glutar- und Bernsteinsiure. Dieses Abbauergebnis macht 
es sehr wahrscheinlich, da8 der Eikosadiensiure, deren Vorkommen jetzt 
als bewiesen angesehen werden muB, die Struktur I zukommt. 


Beschreibung der Versuche 
Die Gegenstromverteilung 


Als Ausgangsprodukt fiir unsere Versuche diente eine C, -Polyensaure- 
fraktion, die aus dem Gemisch der hochungesattigten Fettsaiuren der Glycerin- 
phosphatide des Gehirns durch Hochvakuumdestillation der Methylester in einer 
gut wirksamen Kolonne herausfraktioniert worden war. Es standen insgesamt 
6 g Methylester dieser Fraktion zur Verfiigung. Jodz. 243 (246). Durch Hydrierung 
und Verseifung einer kleinen Probe wurde daraus reine Arachinséure erhalten. 
Schmp. 74,2—75°. Aquiv.-Gew. gef. 312,7 (313,2) (C.)H, 90, ber. 312,5). UV-Spek- 
trum des isomerisierten Polyenséuregemischs (ca. 1 mg Methylester, 0,5 com 
23-proz. KOH-Glykol, 8 Min. bei 180° erhitzt); siehe Abb. 1. 


Die Trennung des Gemischs durch Gegenstromverteilung nach dem Ver- 
fahren von Craig wurde in der 200-stufigen, vollautomatischen Apparatur von 
F. A. v. Metzsch® (Volumen der oberen und der unteren Phase je 25 ccm) aus- 
gefiihrt. Lésungsmittel wie friiher?. 3 g der freien Saéuren (a) léste man in 125 com 
oberer Phase, verteilte diese gleichmaBig auf 5 Elemente und lieB nun 357 obere 
Phasen iiber 193 untere Phasen hinweglaufen, wonach sich in den unteren Phasen 
(Fr. 1—193) keine Substanz mehr vorfand. Abb. 2 zeigt die wie friiher? ermittelte 
Verteilungskurve. Um die Saurefraktionen gegeneinander abzugrenzen, wurden 
von einzelnen Fraktionen Proben entnommen, von der daraus erhaltenen Polyen- 
siure nach Alkaliisomerisierung das UV-Spektrum aufgenommen und dem so er- 
haltenen Ergebnis entsprechend die Fraktionen, wie aus Tab. 1 ersichtlich, ver- 
einigt. Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die nach der Verteilung erhaltenen Saure- 
fraktionen. UV-Spektrum der isomerisierten Saéuren a,, a, und a, siehe Abb. 11, 
3u. 4. 


5 F. A. v. Metzsch, Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 [1953]. 
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Abb. 1. UV-Spektrum des iso- 
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Abb. 2. Verteilungskurve des Gemisches der C,)-Polyensauren (a). 


Tab. 1. Uberblick iiber die bei der Verteilung erhaltenen Saurefraktionen. 
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vereinigte A et _ Zusammensetzung, auf Grund der UV- 
Fraktionen ~ oe Spektren der isomerisierten Sauren geschatzt 
193290 0,04 fe een mit etwas Cy»-Pentaen- und 
exaensaure verunreinigt 
297 —320 0,25 Tetraensiure ([E]}“@, bei 301 my :642) 
a,| 321—350 0,80 Tetraensiure ((E]}“, bei 301 mu :741) 
351 —382 0,60 Tetraensdure ((E];%, bei 301 mu :580) 
ee oe gree a * ss ? 
a,| 383—434 0,30 Trienséure, mit ca. 15% Tetraensiure ver 
unreinigt 
a,| 443—474 0,20 Diensaure, mit Spur Trienséure verunreinigt 
a,| 491—526 < 0,10 Monoensaure 











* Zur Entfernung des den Fettsiuren in geringen Mengen beigemengten Hahnfetts wurden 
die einzelnen Fraktionen in methanol. Natronlauge gelést, das Fett mit Petrolither ausgeschiittelt 
und die Fettsiiuren aus den Seifen in der iiblichen Weise zuriickgewonnen. 
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Abb. 3. UV-Spektrum der Fraktion a, 
nach der Alkaliisomerisierung. 
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Zur Gewinnung der tetraenfreien Triensiure wurde die Fraktion a, noch 
einmal verteilt und daraus die Saure a3, erhalten. 


Die Tetraensaure 


Zur naiheren Untersuchung kam die Substanz a,. Diinnfliissiges, klares, 
schwach gelb gefarbtes Ol. Jodz. gef. 305 (310) (C.9H3,0, ber. 333,5). Die zu 
niedrige Jodzah!l diirfte im wesentlichen auf die zu niedrigen Einwagen und die 
leichte Autoxydation dieser Substanzen zuriickzufiihren sein (siehe dariiber?). 
Die Hydrierung einer kleinen Probe fiihrte zu Arachinséure. Schmp. 74,8—75,2°. 
Aquiv.-Gew. gef. 312,0 (316,1). Mischprobe mit authent. Arachinsiure (Schmp. 
74,5°) fiihrte zu keiner Schmelzpunktsdepression. UV-Spektrum einer nicht iso- 
merisierten und einer isomerisierten Probe der Tetraensaiure siehe Abb. 4. 
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Ozonidspaltung. 


1. Freie Saure: 107 mg Substanz nach Klenk und Bongard?® ozonisiert 

r und oxydativ gespalten. Lésung kurz aufgekocht, Lésungsmittel i. Vak. abge- 
dampft, Riickstand zur Entfernung der Monocarbonsiuren mehrmals gut mit 

gt Petrolither ausgeschiittelt, die ungelést bleibenden Dicarbonsaiuren in 1-proz. 
Butanol-Chloroform gelést und auf 10 ccm aufgefiillt. 1 com, entspr. 10,7 mg Saure, 
mit Saule D chromatographiert (Abb. 5). 

Jede der siulenchromatographisch abgetrennten Dicarbonsaéuren wurde eben- 
| so wie friiher? auch hier wieder nach Lugg und Overell papierchromatographisch 
‘iittelt identifiziert. Fr. 59—82 erwiesen sich dabei als reine Glutarsdure, Fr. 96—104 als 

Bernsteinsiure mit etwas Glutarséure und Fr. 105—129 als reine Malonsaure. 
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Abb. 5. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der freien Tetraensaure a,. 

10% (59—82): 4,94 cem n/100-KOH, gef. 0,70 Mol Glutarsiure. 20% (96—104): 

0,64 cem n/100-KOH, gef. 0,09 Mol Bernsteinsiure und (105—129): 10,38 ccm 
n/100-KOH, gef. 1,48 Mol Malonsaure. 


2. Methylester: 114 mg Ester wurden wie unter 1. behandelt, nur daB hier 
das Ausschiitteln der Monocarbonséuren mit Petrolather unterblieb. 1 ccm entspr. 
11,4 mg Ester, mit Saiule D chromatographiert. 
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Abb. 6. Chromatogramm der Abbausauren des Tetraensiure-methylesters von a,. 

1%(11—61): Vorlauf. — 10%(99-—110): 0,52 ccm n/100-KOH, gef. 0,07 Mol Glutar- 

sdure. — 20%(122—128): 0,25 cem n/100-KOH, gef. 0,04 Mol Bernsteinsaure( ?) 
und (129—148): 11,17 cem n/100-KOH, gef. 1,56 Mol Malonsaure. 


Papierchromatographisch war Fr. 99—110 reine Glutarsaure, Fr. 129—148 
reine Malonsaure. Eine Identifizierung der kleinen Mengen der Fr. 122—128 war 
nicht méglich. Zum Nachweis des im Vorlauf vorhandenen Glutarsiure-mono- 
methylesters wurde die aus Fr. 11—61 nach Abdampfen des Lésungsmittels ge- 
wonnene Substanz mit einem geringen Uberschu8 von waBr. n/10-NaOH verseift 
und die mit einem Kationenaustauscher (Lewatit CNO) in Freiheit gesetzte Saure 
papierchromatographisch als Glutarsiure identifiziert. 
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Die Triensaurefraktion 


161 mg (ag,) eines diinnfliissigen, klaren, fast farblosen Ols. Jodz. 224 (226) 
(CoH 3402 ber. 248,5). Die Hydrierung einer Probe fiihrte zu Arachinsiure. Schmp. 
74—74,2°. Aquiv.-Gew. gef. 310,0(310,9). Auch hier gab die Mischprobe mit 
authent. Arachinséure keine Schmelzpunktsdepression. UV-Spektrum der alkali- 
jsomerisierten Trienséure siehe Abb. 7. ; 





an 
Abb. 7. UV-Spektrum der alkali- 
isomerisierten Trienséure a5. 
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51 mg freie Saure wurden ozonisiert und wie oben unter 1. weiter behandelt. 
2ccm, entspr. 10,2 mg Saure, mit Saule D chromatographiert (Abb. 8). 








S> ~ 
oa S&S 
-. i 








SS 
=_& 





ccm Yoo Lauge —=— 


5 














§ 

gs. 

{ 
a 
20 


Abb. 8. Chromatogramm der Abbaudicarbonséuren der freien Triensaéure (a3). 

1% (12—32): 3,63 ccm n/100-KOH, gef. 0,54 Mol Dicarbonsauren. — 10% (67—82): 

2,01 com n/100-KOH, gef. 0,30 Mol Glutarséure. — 20% (101—120): 5,35 ccm 
n/100-KOH, gef. 0,80 Mol Malonsaure. 


Fraktion —=— 


Papierchromatographisch waren Fr. 67—82 reine Glutarsdure, Fr. 101—120 
reine Malonsaure. Zur Identifizierung der im Vorlauf (Fr. 12—32) befindlichen 
héheren Dicarbonséuren wurde wie folgt verfahren: die in 8 ccm Butanol-Chloro- 
form gelésten, fiir die Chromatographie nicht verwendeten Dicarbonséuren neu- 
tralisierte man mit methanol. Lauge und brachte die Lésung zur Trockne. Aus dem 
Riickstand wurden die Sauren mit Schwefelsaéure in Freiheit gesetzt und mit Ather 
ausgeschiittelt. Nach Riickgewinnung der Substanz aus der ather. Lésung kristalli- 
sierte man sie aus wenig Wasser um und erhielt auf diese Weise einige mg einer 
rein weiBen Dicarbonsaure. Schmp. 132,3—133,7°. Eine Mischprobe mit authent. 
Korksaure (Schmp. 140°) ergab keine Schmelzpunktsdepression. Papierchromato- 
graphisch verhielt sich die Substanz wie Korkséure. Héhere und niedrigere Homo- 
loge fehlten (siehe Abb. 9). 
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Abb.9. Papierchromatogramm der Ammo. 
niumsalze der héheren Abbaudicarbon. 
siuren aus der Triensdure (a3) nach 
Klenk und Faillard®. Lésungsmittel: 
Butanol, mit demselben Vol. 3-n/waBr. 
Ammoniak aquilibriert. Papier: Schleicher 
& Schiill 2043b. Laufzeit: 7 Tage abstei- 
gend (im Durchlauf). Farbung: Bromkresol- 
purpur in alkohol. Formalinlésung vom 
pu 5,0. 
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180 mg a, eines diinnfliissigen, klaren, schwach gelblichen Ols. Jodz. 138 (139) 
(CopH,O, ber. 164,6). Die Hydrierung (Gesamtmenge) fiihrte zu einer prak- 
tisch reinen Arachinsiure. Schmp. 71,3—71,7°. Mischprobe mit authent. Arachin- 
siure ergab keine Schmelzpunktsdepression. Aquiv.-Gew. 310,5. UV-Spektrum der 
isomerisierten Diensiure siehe Abb. 11. ; 

Ein anderes, weniger reines Praparat (b,) dieser Dienséure wurde aus dem 
Gemisch der schwach-ungesattigten Fettsiuren der Gehirnphosphatide durch frak- 
tionierte Vakuumdestillation der Methylester und anschlieBender Gegenstrom- 
verteilung der herausdestillierten C,9-Sauren [Jodz. 122 (124). Hydrierte freie Saure: 
Schmp. 73,7—73,8°. Aquiv.-Gew. gef. 312,1 (311,1)] gewonnen, wobei auBer der 
Diensaure (b,) noch eine reine Eikosensiure (b,) vom Schmp. 19,4—20° anfiel. Die 
letztere ist identisch mit der schon friiher von dem einen von uns (E. K.’) aus den 
Gehirnphosphatiden isolierten C.)-Monoensiure. Verteilungskurve siehe Abb. 10. 


Die Diensaure 
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Abb. 10. Verteilungskurve des Gemischs der schwach ungesattigten 
Fettsauren der Gehirnphosphatide. 
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Aus 4,6 g des Gemischs der C,9-Saiuren (b) wurden 0,26 g der Diensaure- 
fraktion (b,) als diinnfliissiges, klares, schwach gelbliches 01 erhalten. Jodz. 131 
(134). Die Hydrierung einer Probe fiihrte zu einer nicht ganz reinen Arachinsaure. 
Schmp. 67,0—67,3°. Aquiv.-Gew. 304,5 (306). Die Mischprobe mit Stearinsaure ergab 
eine starke, die mit authent. Arachinséure dagegen keine Schmelzpunktsdepression. 
UV-Spektrum der isomerisierten Diensiure siehe Abb. 11. 

105 mg freier Saéure (b,) wurden ozonisiert und wie oben unter 1. weiter be- 
handelt. 1 ccm, entspr. 10,5 mg Saure, mit Saule D chromatographiert (Abb. 12). 

Die papierchromatographische Priifung nach Klenk und Faillard (Methode 
siehe unter Triensaiure) ergab, daB es sich bei Fr. 10—18 um C,,-Dicarbonsaure 


6 E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953]. 
7 E. Klenk, diese Z. 206, 25 [1932]. 
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Abb. 11. UV-Spektrum der alkali- 
isomerisierten Eikosadiensaure. 
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Abb. 12. Chromatogramm der Abbaudicarbonsauren der freien Diensaure (b,). 

1% (10—18): 5,53 com n/100-KOH, gef. 0,81 Mol Dicarbonsiuren und (19—32): 

1,61 com n/100-KOH, gef. 0,24 Mol Dicarbonsiuren. 20% (107—121): 1,33ccm 
n/100-KOH, gef. 0,20 Mol Malonsaure. 


neben wenig Korkséure und Spuren Azelainsaure, bei Fr. 19—32 um Korksaure 
mit Spuren héherer Dicarbonsaéuren handelt. Bei der papierchromatographischen 
Identifizierung nach Lugg und Overell (siehe dazu?) erwies sich Fr. 107—121 als 
reine Malonsaure. 

Der Versuch zur Isolierung der C,,-Dicarbonsiure aus dem fiir die Séulen- 
chromatographie nicht verwendeten Teil der Butanol-Chloroform-Lésung (9ccm) 
nach der Methode, die zur Isolierung der Korksaure (siehe oben) verwendet worden 
war, fiihrte zu 60 mg einer noch etwas schmierigen Substanz, die nach Umkristalli- 
sation aus einer heiBen waBrig-alkohol. Lésung bei 93,5—94° schmolz. Eine Misch- 
probe mit einer authent. C,,-Dicarbonsiure (Schmp. 108,5°) zeigte keine Schmelz- 
punktsdepression. Papierchromatographisch verhielt sich die Substanz wie reine 
C,,-Dicarbonséure (Abb. 13). Es kann mit groBer Wahrscheinlichkeit angenom- 
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men werden, daB die neben der C, ,-Dicarbonsiure in kleinen Mengen vorkommende 
Korksaure aus Trienséurebeimengungen, die Azelainsiure dagegen aus der als 
Verunreinigung in der Diensaurefraktion vorhandenen C,,-Séure stammt. 

Die aus dem Praparat b auBer der Diensdiure noch in gréBeren Mengen ge. 
wonnene Eikosensaure (b,) lieferte beim Ozonidabbau ebenfalls C,,-Dicarbonsaure 
(Schmp. 105—106°, Aquiv.-Gew. 110 (113); C,,H. 90, ber. 108,1). Demnach handelt 
es sich hier um die A!-Eikosensaure. 

Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und des Verbands der chemischen Industrie, Fonds der Chemie, 
unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Das Gemisch der C.o-Polyensiiuren aus den Glycerinphosphatiden 
des Gehirns wurde durch Gegenstromverteilung in die Komponenten 
zerlegt und von den letzteren die Konstitutionsaufklarung durch Ozonid- 
abbau durchgefiihrt. Es wurden erhalten: 4 >*-1!-14.Kikosatetraensiure 
(Arachidonsaiure), ein Gemisch von 4**1!- und 4% -14.Kikosatrien- 
siure sowie A !-14.Kikosadiensiure. ; 


Summary 


The mixture of C,,-polyene acids from the glycerophosphatides of 
the brain ‘was separated into its components by counter-current distri- 
bution and the constitution of the components elucidated by means of 
ozonolysis. A 5-8-11-14.Kicosatetraenoic acid (arachidonic acid), a mixture 
of 45811. and A’-1!-14-eicosatrienoic acid, and 4"-14-eicosadienoic acid 
were obtained. 
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Aminosaurebestimmung in Nahrungsmitteln 
durch Chromatographie an Starkesaulen 
Von 
H. Kraut, E. Kofranyi, H. Telschow und M. Weber 


Aus der Abteilung fiir Ernihrungsphysiologie des Max-Planck-Instituts fiir Arbeitsphysiologie, 
Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. April 1955) 


Die quantitative Analyse der Aminosdurezusammensetzung von 
Nahrungsmitteln bereitet trotz einer Fiille von Untersuchungen, die 
im letzten Jahrzehnt veroffentlicht wurden, immer noch Schwierigkeiten. 
Wenn iibereinstimmende Analysen in der Literatur vorliegen, beziehen 
sie sich meist auf Proteine, die aus den Nahrungsmitteln isoliert wurden. 
Aber bei dieser Isolierung kénnen unvermeidlich Fehler eintreten, wenn 
die Anteile an den einzelnen Komponenten der vorliegenden Protein- 
gemische im isolierten Endprodukt nicht dieselben sind wie im Nahrungs- 
mittel selbst. Um die Verluste an Aminosiéuren, die bei der Isolierung 
eintreten, rechnerisch auszugleichen, nimmt man tiblicherweise an, dab 
die Aminosiurezusammensetzung des isolierten EiweiBes dieselbe sei 
wie die des urspriinglichen Nahrungsmittels. Dies ist aus mehreren 
Griinden eine unzulassige Vereinfachung. Man weif nicht, wie weit die 
Zusammensetzung des isolierten Proteingemisches von der des ur- 
spriinglichen Nahrungsmittels abweicht. Zweitens verteilen sich die 
Verluste, die bei der Hydrolyse der Proteine eintreten, nicht gleichmaBig 
auf alle Aminoséiuren. Drittens finden sich in den Nahrungsmitteln, 
insbesondere in den pflanzlichen, hiufig freie Aminosiiuren, Amide und 
Peptide, die bei der Eiweifisolierung vollstandig verloren gehen. 

Der erste Schritt zu einer quantitativen Aminosiureanalyse in 
Nahrungsmitteln muB daher eine verlustlose Gewinnung aller Amino- 
siuren bei der Hydrolyse sein. Die Zerst6érung von Aminosiauren bei 
der Hydrolyse beruht hauptsichlich auf ihrer Reaktion mit den Kohlen- 
hydraten, der sogenannten Maillard-Reaktion!. Dies hat zur Folge, 
daB die Verluste bei pflanzlichen Nahrungsmitteln ungleich héher als 
bei den kohlenhydratirmeren tierischen Nahrungsmitteln sind. Uber- 
blickt man die Tabellen der Aminosiurezusammensetzung, so findet 
man weit mehr Analysen von tierischem EiweiB als von pflanzlichem 
1 L.C. Maillard, Ann. Chim. Physique (9) 5, 1258 [1916]; Sh. Akabori, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 139 [1933]. 
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und bei diesem meist nur die Zusammensetzung von isolierten Pro. 
teinen wie Gliadin oder Tuberin. Soweit sich Analysen des gesamten 
Proteins von pflanzlichen Nahrungsmitteln in der Literatur finden, ist 
ihre Genauigkeit fraglich. 

Nun hat der eine von uns vor einigen Jahren Hydrolyseverfahren 
ausgearbeitet, die die erwaihnten Fehlerquellen vermeiden. Das eine 
dieser Verfahren? besteht darin, daB bei der salzsauren Hydrolyse 
Zinn(II)-chlorid zugesetzt wird, das sowohl die Hydrolysendauer stark 
verkirzt, als auch die Maillard-Reaktion zuriickdrangt. Es laBt sich mit 
befriedigendem Erfolg bei eiweiBreichen Nahrungsmitteln, wie Milch 
oder Fleisch, anwenden. Bei den kohlenhydratreichen Pflanzenproduk. 
ten, wie Kartoffeln und Cerealien, sind die Verluste durch die Maillard- 
Reaktion immer noch viel zu groB. Hier fiihrt das zweite Verfahren® zum 
Ziele. Es beruht darauf, daB die Kohlenhydrate zuerst mit Ameisen- 
siure hydrolysiert werden, wobei keine Maillard-Reaktion eintritt. Die 
EiweiBstoffe und alle vorhandenen freien Aminosdéuren, Amide und 
Peptide werden als Quecksilbercarbamate ausgefallt und dadurch von 
den Kohlenhydraten getrennt. Dann lassen sie sich fast verlustlos hy. 
drolysieren, wobei das vorhandene Quecksilber als starker Katalysator 
wirkt. Nur zwei Aminosiuren werden dabei zerstért, nimlich Trypto- 
phan und Cystein. 

Nachdem so der erste Schritt zu einer quantitativen Aminosauren- 
bestimmung mit Erfolg getan war, suchten wir nach einer auf diese Hy- 
drolysate anwendbaren Methode der Bausteinanalyse. Die zahlreichen 
papierchromatographischen Verfahren erwiesen sich als ungeeignet*. 
Mikrobiologische Verfahren haben wir nicht erprobt; sie werden vermut- 
lich anwendbar sein. Dagegen hat sich das Verfahren der Chromato- 
graphie nach Stein und Moore’ so ausgestalten lassen, daB wir zu be- 
friedigenden Ergebnissen gelangt sind. 

Wir kontrollierten die chromatographische Methode durch eine An- 
zahl davon unabhingiger Aminosiurebestimmungen, némlich durch zu- 
verlassige kolorimetrische Methoden fiir Arginin, Glykokoll, Tyrosin und 
Methionin. Gesonderte Bestimmungen sind fiir Tryptophan und Cystein 
notig, die bei der Hydrolyse zerstért werden. Tryptophan messen wir 
durch die Xanthoproteinreaktion nach Roth, Cystein durch Bestim- 
mung des Gesamtschwefels nach Grote-Krekeler, wobei der kolori- 
metrisch ermittelte Methioningehalt beriicksichtigt wird. 

Bei unseren ersten Versuchen, das Verfahren in der von den Autoren 
geschilderten Form zu iibernehmen, stieBen wir auf einige Schwierig- 
keiten, deren Uberwindung im folgenden geschildert wird. 


2 E. Kofranyi, diese Z. 288, 14 [1948]. 

3 E. Kofranyi, diese Z. 287, 170 [1951]. 

4 E. Kofranyi, diese Z. 299, 129 [1954]. 

5 W. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337; St. Moore u. W. 
Stein, ebenda 176, 367 [1948]; 178, 53 [1949]. 
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Apparatur zur Sammlung der Proben 


Die von Moore und Stein beschriebene Apparatur war fiir uns zu aufwen- 
dig. Statt des komplizierten Verfahrens einer photoelektrischen Tropfenzahlung ver- 
wenden wir nach dem freundlichen Rat von Herrn C. J. O. R. Morris in London 
einen an das Chromatographierrohr angeschmolzenen Siphon (Abb. 1), der die durch- 
laufende Flissigkeit in 1-ccm-Fraktionen teilt. Diese Fraktionen entleeren sich in 
die auf einer Drehscheibe befindlichen Reagenzgliser mit Schliff, welche nach 
Fillung automatisch verschoben werden. Bei der uns angegebenen Anordnung 
ruhte das jeweils zu fiillende Reagenzglas auf einer Wippe, wobei die erfolgte 
Fiillung durch das entstehende Ubergewicht einen Kontakt betatigte, der das 


Zum Stativ 














|20m ={ 
| 2cm 
Abb. 1. Siphon. Abb. 2. Wippe. 


Weiterriicken der Drehscheibe durch einen Motor bewirkte. Diese Anordnung hat 
den Nachteil, daB alle Reagenzglaser gleich schwer sein miissen, was technisch 
sehr schwierig zu erreichen ist. AuBerdem ist die prozentuale Gewichtsdifferenz 
der leeren und der gefiillten Glaser gering, so daB ein absolut zuverlassiges Funktio- 
nieren der Wippe nicht gewahrleistet ist. Es kam haufig vor, daB sich mehr als eine 
Fraktion in einem Reagenzglas befand. Wir brachten deshalb die den Kontakt 
betétigende Wippe oberhalb der Reagenzgliser an und versahen sie mit einem 
kleinen Trichter, in den sich der Inhalt des Siphons (je 1 ccm) entleert. Das Uber- 
gewicht von 1 ccm Fliissigkeit in dem nur etwa 2 g wiegenden Trichter geniigt, 
um die Wippe mit Sicherheit zum Kippen zu bringen und dadurch den Kontakt 
m schlieBen, der die Drehung der Scheibe veranlaBt (Abb. 2). Erst aus dem mit 
einem engen Ausflu8 versehenen Trichter gelangt die Fliissigkeit in das auf der 
Drehscheibe befindliche Reagenzglas, dessen Abmessungen nun fiir das Weiterriicken 
keine Rolle mehr spielen. Es muB nur dafiir gesorgt werden, daB das Vorriicken der 
Reagenzglaser erst dann erfolgt, wenn die letzten Tropfen aus dem Trichter ab- 
geflossen sind. Das geschieht wie bei der von C.J. 0. R. Morris verwendeten 
Apparatur: Der vom Motor bewegte Exzenter, an dem sich der die Reagenz- 
gliser weiterbeférdernde Stift befindet, greift erst dann in den an der Drehscheibe 
befindlichen Raster ein, wenn der Exzenter schon fast seine ganze Umdrehung 
ausgefiihrt hat (Abb. 3). Seither sind Stérungen in der Sammlung der Proben 
nicht mehr eingetreten. Die Apparatur wurde in der Werkstatt unseres Instituts 
von Feinmechanikermeister H. Franz entworfen und hergestellt. 
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Abb. 3. Drehscheibe des Probensammlers. 


Das Adsorbens 


Zuerst verwendeten wir die auch von Moore und Stein benutzte Kartoffel- 
starke ,,Morning Star“ der Firma Nicol, Inc. in New York (N. Y.). Da der Trans- 
port dieses billigen Materials sich nicht lohnte, probierten wir deutsche Sorten von 
Kartoffelstarke. Am giinstigsten erwies sich die Marke ,,Superior‘‘ der Firma 
Hoffmann m Bad Salzuflen. Sie unterscheidet sich von der amerikanischen Kartof- 
felstarke bei gleichem Wassergehalt durch ein etwas geringeres Trennvermdégen. 
Dies kann man durch eine VergréBerung der Staérkemenge in der Trennsiule aus- 
gleichen. Die Trennréhren von Moore und Stein haben eine lichte Weite von 9 mm 
und eine Lange von ungefihr 400 mm, die unsrigen eine lichte Weite von 8,5 bis 
8,8 mm und eine Lange von 1000 mm. Die Fiillung von 16,8 g der amerikanischen 
Starke hat eine Héhe von etwa 300 mm, die unsrige von 40 g eine Héhe von etwa 
780 mm. Die Durchlaufgeschwindigkeit ist bei der Anordnung von Moore und 
Stein 40—45 Min. je cem, bei der unsrigen 50—60 Minuten. Hierzu benétigen wir 
einen Druck von 120 Torr, waihrend Moore und Stein 150 Torr anwenden. 


Die Eluentien 


Zur Entwicklung der. Chromatogramme verwendet man Mischungen von 
hoheren Alkoholen nit verd. Salzsiure. Zur 1. Entwicklung nahmen wir wie Moore 
und Stein n-Propanol : n-Butanol : 0,1-n. Salzsiure = 2:1:1. (Wf. I). Das von 
Moore und Stein angegebene 2. Eluens (n-Propanol : 0,5-n.HCl = 2:1) bewahrte 
sich bei der von uns verwendeten Starke nicht. Die Basen bildeten langgestreckte 
unregelmaBige Hiigel, deren Auswertung mit gré8ten Fehlern verbunden war. 
Wir verwendeten statt dessen n-Propanol und 0,5-n.HCl in dem Verhiltnis 3:2, 
mit welchem die Basen als gut auswertbare Spitzen eluiert werden konnten (Wf II). 


Reagenzien zur Ninhydrinbestimmung 


Moore und Stein beschreiben ausfiihrlich die kolorimetrische Bestimmung 
der Aminoséuren mit einem von ihnen erprobten Gemisch von Ninhydrin und 
Citratpuffer. Leider gelang es uns nicht, die von den Autoren geforderten Nullwerte 
zu reproduzieren. Unsere Nullextinktionen lagen bei 0,3—0,4, waihrend Moore und 
Stein 0,15—0,2 angeben. Hingegen erwies sich eine von R. A. Boissonnas'? fiir 


6 R. A. Boissonnas, Helv. chim. Acta 38, 1966 [1950]. 
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quantitative papierchromatographische Bestimmungen ausgearbeitete Methode 
der Ninhydrinreaktion auch fiir unsere Aminosdurebestimmungen als sehr geeignet. 
Er verwendet als Puffer Natriumacetat, wobei der dazu erforderliche Lisessig 
durch Destillation iiber Chromtrioxyd von ninhydrin-positiven Stoffen befreit 
wird. 

Es geniigt fiir unsere Zwecke, auf die 1-ccm-Probe nur 2,5 ccm des Reagens 
nach Boissonnas, enthaltend 12,5 mg Ninhydrin, zu verwenden, wahrend seine 
Vorschrift 5 ccm vorsieht. Auch Moore und Stein verwenden mehr Ninhydrin, 
namlich 20 mg auf eine Probe von 0,5 ccm. Die Eichkurven sind in dem verwendeten 
MeBbereich vdllig linear. Die Quotienten, die das Verhaltnis von Menge und 
Extinktion ausdriicken, sind von Aminoséure zu Aminosaure ein wenig ver- 
schieden. Unsere Werte weichen von denen von Boissonnas etwas ab, und es 
mu8 bemerkt werden, daB auch die Reihenfolge der Aminosauren nach der Hohe 
der Quotienten nicht ganz die gleiche ist. 


Methodik 
Bau der Saule 


Zur Bestimmung des Wassergehaltes der Starke wird eine Probe im Trocken- 
schrank bei 100°C 24 Stdn. erhitzt. Die von uns verwendete Starke ,,Superior“‘ 
von Hoffmann hatte einen Feuchtigkeitsgehalt von 12—17%. 40g der unge- 
trockneten Starke werden mit 62 ccm Isobutanol angeriihrt, dem soviel Wasser 
zugesetzt wird, daB die in der Starke enthaltene und die zugesetzte Wassermenge 
rund 25% des Gewichts der trockenen Starke entsprechen. Der diinne Stirkebrei 
wird nach den Angaben von Stein und Moore? in die oben beschriebenen Chro- 
matographierrohre eingefiillt. Nach ungefahr 5-stdg. Stehenlassen hat die Starke 
eine konstante Héhe von rund 78 cm erreicht. Alsdann wird die iiberstehende 
Fliissigkeit abgezogen und ohne Verletzung der Oberflache einige Kubikzentimeter 
Waschfliissigkeit Wf. II (n-Propanol : 0,5-n. HCl = 3:2) einpipettiert. Ein Vorrats- 
gefaB mit etwa 100 ccm derselben Waschfliissigkeit wird auf der Saule mit einem 
Gummistopfen befestigt und das ganze System unter einen Luftdruck von 120 
Torr gesetzt. Nach 2 Tagen wird die Waschfliissigkeit gewechselt. Mit der nun 
folgenden Waschfliissigkeit I wird mindestens 3 und héchstens 5 Tage lang durch- 
gewaschen. Danach ist die Saéule gebrauchsfertig. 


Aufgeben des Hydrolysates 


In 100 ccm des etwa 0,1-n. salzsauren Hydrolysates sind rund 130 mg Stick- 
stoff enthalten. Der EiweiBgehalt wird aus dem nach Kjeldahl bestimmten Stick- 
stoff durch Multiplikation mit dem Faktor 6,25 berechnet. 1 cem des Hydroly- 
sates wird mit 1 ccm n-Butanol und 2ccm n-Propanol vermischt. Von dieser 
Lésung wird wiederum 1 ccm, der etwa 2 mg EiweiB enthalt, mit einer geeichten 
Pipette entnommen und nach Entfernung der iiberstehenden Fliissigkeit auf die 
glatte saubere Oberflache der Starkesiule aufgetropft. Die AusfluBgeschwindigkeit 
der Pipette wird mit einer Stoppuhr kontrolliert, um fiir alle Versuche gleiche 
Bedingungen zu schaffen. Nach Einsinken der aufgebrachten Fliissigkeit in die 
Starkesiule wird dreimal mit Wf. I nachgewaschen, wozu jeweils 0,2—0,3 ccm 
geniigen. Selbstverstandlich darf die Oberflache der Starkesaule dabei nicht trocken 
werden. Die Saule wird dann iiber dem Kollektor befestigt und der Syphon (vorher 
mit Silikonfett von auBen gefettet) méglichst weit in den dicht iiber der Dreh- 
scheibe befindlichen Trichter gesenkt. Der Trichter wird ebenfalls von aufBen 
eingefettet, um ein Kriechen der auslaufenden Fliissigkeit zu verhindern (vgl. 
Stein und Moore). Die Drehscheibe wird so eingestellt, daB sich unter dem 
‘. 7 W.H. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948], und zwar 
5. 340. 
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Trichter das Reagenzglas Nr. 1 befindet. Danach wird auf der Saule ein Vorrats. 
gefaB mit etwa 200 ccm Waschfliissigkeit I angebracht und ein Uberdruck von 
120 Torr eingestellt. Die Saéule zeigt jetzt eine Durchlaufzeit von durchschnittlich 
60 Min./ecm. Die ersten Aminosauren erscheinen nach etwa 30 ccm (vgl. Abb. 4), 
Die nachsten Fraktionen enthalten die Aminosiuren in der von Moore und Stein 
beschriebenen Reihenfolge. Nach Erscheinen des Prolinberges kann nach Moore 
und Stein die Spitze des Asparaginsiureberges und damit der giinstigste Zeitpunkt 
des Wechsels der Waschfliissigkeit errechnet werden. Die Anzahl der Kubikzenti. 
meter, bei der das Maximum des Prolinberges liegt, wird mit 1,6 multipliziert, 
die sich ergebende Zahl zeigt das Maximum des Asparaginséureberges an. Ist 
dieser Punkt erreicht, wird die iiberstehende Fliissigkeit auf der Saule abpipet. 
tiert und die Waschfliissigkeit IT (n-Propanol : 0,5-n.HCl = 3:2) verwendet. Vom 











| 10 juew +Leu 
~ 
= Val Fd 
os : 
$05 he ‘. | . | 
WG r hr 
4 ' 
rari \ 
| ch ite eed 
0 50 100 = 4080} 260 300 330 
W£-Wechsel ccm —— 


Abb. 4. Chromatogramm eines synthetischen Aminosauregemisches. 


Aufbringen des Hydrolysates bis zum Eluenswechsel dauert es etwa 6—7 Tage, 
fiir die ganze’ Analyse ist mit 11—12 Tagen zu rechnen. 4—6 Analysen kénnen 
nebeneinander von 2 Personen durchgefiihrt werden. 


Aufarbeitung der Proben 


Die Zusammensetzung des zur Anfarbung der Proben benétigten Ninhydrin- 
Reagens entspricht den Angaben von Boissonnas. In 500 ccm handelsiiblichem 
Methylglykol (Methylcellosolve) werden 5,0 g Ninhydrin und 0,5 g SnCl,-2H,0 
gelést. Hierzu gibt man unter Umschiitteln 500 ccm Natriumacetatpuffer, der wie 
folgt bereitet wird: Eisessig wird iiber Chromtrioxyd destilliert und die Fraktion 
vom Sdp. 112° aufgefangen. Aus 1 Vol. Eisessig und 7 Vol. Wasser wird eine 
2-n. Essigsaure hergestellt. 250 ccm dieser Essigsiure werden mit 250 ccm n-NaOH 
versetzt, wobei sich ein py von 4,7 einstellt. Das Reagens ist nach 2 Stdn. ge- 
brauchsfertig und in der von Boissonnas angegebenen Apparatur unter Stickstoff 
4 Tage in gleichbleibender Aktivitét haltbar. 

Fiir die Proben von 1 ccm werden 2,5 ccm des Reagens bendtigt. Da jede 
Probe der Waschfliissigkeit I 0,025 ccm n-HCl, jede der Waschfliissigkeit II 
0,04 ccm 5-n.HCl enthalt, setzen wir dem fiir eine Serie von Proben benétigten 
Reagens die zur Neutralisation notwendige Natronlauge im ganzen zu. Danach 
wird jedes Rohrchen mit 2,5 ccm des so behandelten Reagens versetzt. Hierzu 
bedienen wir uns einer Injektionsspritze, die mit einem Anschlag versehen ist, so 
da8 der Inhalt von genau 2,5ccm jedesmal ohne Ablesung aufgezogen werden 
kann. Dann wird umgeschiittelt und jedes Réhrchen mit einem Schliff, an dem sich 
ein fein ausgezogenes Glasrohr befindet, verschlossen. Hierauf werden jeweils 
héchstens 60 Proben in einem stark siedenden Wasserbad 20 Min. erhitzt und 
danach schnell in kaltem Wasser abgekiihlt. Nach 5 Min. wird jedes Rohrchen mit 
7,5 ccm eines n-Propanol-Wassergemisches (1:1) verdiinnt (mit Injektionsspritze 
wie oben beschrieben), mit einem Gummistopfen verschlossen und kraftig ge- 
schiittelt. Die fertige Charge wird nach 30 Min. mit einem Eppendorf-Photometer 
bei 578 my (Prolin bei 436 my) in 10 mm Kiivetten gegen Luft gemessen. 
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Kolorimetrische Auswertung 


Die gefundenen Extinktionen (HZ) werden in ein Diagramm, dessen Ordinate 
die Héhe der Extinktionen und dessen Abszisse die Nummer der Probe angibt, 
eingetragen (s. Abb. 4). Unter Nullwerten (Z,) verstehen wir die Extinktionswerte 
der Proben, die das aminosaurefreie Eluat der Saule enthalten. Sie sollen eine 
Extinktion von 0,15—0,2 zeigen. Die Schar der Nullwerte bildet also im Diagramm 
die Basislinie zwischen den Aminosaurebergen. Sie ist wihrend des Verlaufs der 
Analyse nicht véllig konstant. Man mu8 daher jede Charge von Analysenproben 
80 wahlen, da8 auBer Aminoséurebergen auch Basislinien darin enthalten sind. 


Zur Auswertung der Diagramme werden die Mittelwerte der zu jedem Berg 
gehérigen Basislinie (Nullwerte) von den Ordinaten der Aminosaureberge ab- 
gezogen. Die Rest-Extinktionen H — ZH, = Er werden summiert (2#R) und 
zur quantitativen Berechnung der einzelnen Aminosiuren mit Hilfe der jeweiligen 
Eichkurven beniitzt. 

Die Wahl des Nullwerts bereitet gewisse Schwierigkeiten, wenn die Hohe der 
Nullinie vor und nach dem Berg verschieden ist. Sind die Berge symmetrisch, so 
verwenden wir als Nullwert die mittlere Héhe der beiden Basislinien. Ist aber der 
Berg asymmetrisch, so hat es sich als besser erwiesen, bis zum Gipfel die vorher- 
gehende, von da ab die auf den Berg folgende Basislinie als Nullwert zu wahlen. 
Bei Prolin rechnen wir stets mit der etwas héher liegenden Nullinie vor dem Berg. 
Liegen direkt vor einem Berg ein oder zwei Punkte erheblich unter den vorher- 
gehenden Nullwerten, so werden sie nicht beriicksichtigt. 


Da der Mittelwert zwar meistens berechnet, aber manchmal auch durch 
Schaitzung gewonnen wird, haben wir eine Uberschlagsrechnung angestellt, welche 
Anderungen der Resultate durch die Unterschiede der Schatzung eintreten 
kénnten. Nehmen wir im Beispiel der Abb. 4 bei der Bestimmung von Isoleucin- 
Leucin einen Unterschied in der Festsetzung der Nullinie von + 0,005 an, so macht 
das auf die ganze Bestimmung nur etwa + 1,3% aus, dagegen bei dem sehr viel 
breiteren und niedrigeren Berg des Histidins + 4,2%. 


Aufstellung der Eichkurven 


Zur Aufstellung der Eichkurven werden fiir jede Aminosiure Stammlésungen 
in dem entsprechenden Eluens hergestellt (1 oder 2 mMol in 50 ccm). Der genaue 
Aminosauregehalt wird durch eine Kjeldahlbestimmung ermittelt. Je 1 ccm dieser 
Stammlésungen wird auf 3 verschiedene Volumina verdiinnt, und zwar so, daB 
die in 1 com der Verdiinnung enthaltene Aminosiuremenge gut im kolorimetrischen 
MeBbereich liegt, z. B. auf das 50-, 100- und 200fache oder auch auf das 400fache. 
Von jeder Verdiinnung werden insgesamt 10 1-ccm-Proben entnommen, wie oben 
beschrieben mit Ninhydrinreagens behandelt und die Extinktionen gegen einen 
mittleren Nullwert gemessen. Um den mittleren Nullwert zu erhalten, mit man 
5—10 Nullwerte (reine Waschfliissigkeit plus Reagens) gegen Luft. Diejenige 
unter den Proben, die dem Mittelwert der Einzelmessungen am nachsten liegt, 
wird bei der Messung der Aminosaure-Verdiinnungen gegengeschaltet. Die Mittel- 
werte HR aus den Extinktionen einer jeden Verdiinnung werden berechnet und 
mit den zugehérigen Aminoséuremengen in Mikromol (uMol) in ein Koordinaten- 
system eingetragen: sie miissen auf einer Geraden liegen. 

Um die Streuung der kolorimetrischen Aminosiurebestimmung zu kon- 
trollieren, wiederholten wir die geschilderten Serienbestimmungen im Abstand 
von einigen Wochen 2 bis 4 mal mit jeder Aminosiure, wobei die Lésungen der 
verwendeten Reagenzien jedesmal neu angesetzt wurden. Obwohl die Abwei- 
chungen der Geraden von Aminosaure zu Aminosiure gering sind, mu8 man doch 
fiir jede Aminosaure eine eigene Eichgerade verwenden. 

Der Quotient uMol/HR hat einen mittleren Fehler seines Mittelwerts von 
+0,5% (ber. aus den mittleren Fehlern aller Quotienten der einzelnen Amino- 
siuren). Die mittlere Streuung der einzelnen Aminosaéurebestimmungen betragt 
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o = +0,8 y. Der Fehler macht sich stérend bemerkbar, wenn die Aminosaureberge 
in den Diagrammen flach sind, und fallt um so weniger ins Gewicht, je steiler die 
Berge sind, d. h. auf je weniger Proben sich die Messung der betreffenden Amino. 
siure verteilt. 

Die angefiihrten Berechnungen gelten fiir die Bestimmung der Aminosauren 
aus nicht chromatographierten Lésungen. Der nachste Schritt war, festzustellen, 
wieweit die Aminoséuren nach dem Durchgang durch die Saule wiedergefunden 
werden. Bei Anwendung von Gemischen von 13 Aminosduren wurden 8 vollstindig, 
dagegen Leucin, Isoleucin, Valin, Threonin und Prolin nicht quantitativ wieder. 
gefunden. Dabei wurden von den einzelnen Aminosiuren 60 bis 400 y verwendet, 
und zwar etwa in dem Verhiltnis, in dem sie in Caseinhydrolysaten vorkommen, 

Bei Leucin und Isoleucin findet man durchschnittlich 5% zu wenig. Man 
muB also die gefundenen Werte mit 1,05 multiplizieren. Bei Valin betragt der 
Verlust 8%, bei Threonin 1,8%. Bei Prolin fanden wir nach dem Durchgang durch 
die Saule etwa um 10% héhere Werte als vorher. Die Bestimmung des Prolin- 
Quotienten ist iiberhaupt unsicher, weil die von allen anderen stark abweichende 
gelbbraune Farbung des Ninhydrin-Reagens mit Prolin in einem ungiinstigeren 
Extinktionsbereich liegt. Dieser Fehler wird dadurch etwas gemildert, daf} die 
Trennung des Prolins auf der Saiule besonders sauber erfolgt. 

Bei Asparaginsiure und Glutaminsiure beobachteten Moore und Stein nach 
dem Durchgang durch die Saule erhebliche Abweichungen, die sie auf die Ver- 
esterung der beiden Aminosiuren durch die Alkohole der Waschfliissigkeiten 
zuriickfiihrten. Wir bestatigen diese Beobachtung, finden aber den sogenannten 
Veresterungsfaktor fiir Asparaginsiure nur zu 103,5, wahrend Moore und Stein 
mit 106,5 rechnen. Bei Glutaminsaiure finden wir denselben Veresterungsfaktor 
von 107 wie die amerikanischen Autoren. 

Bei der Ausrechnung der Analysenergebnisse und ebenso bei der Berechnung 
der Fehlerbrejte des Verfahrens miissen diese Korrekturen beriicksichtigt werden. 
Bei der Aufstellung der Faktoren fiir die Berechnung der Aminosauregehalte, die 
in Tab. 1 wiedergegeben werden, ist dies bereits geschehen. 

In der Tab. 1 werden die Quotienten ~Mol/#R der einzelnen Aminosauren, 
in der Reihenfolge wie sie im Eluat erscheinen, aufgefiihrt. Sie gelten fiir ein Ge- 
samtvolumen der Proben von 11 ccm, und zwar 1 cem Aminosaurelésung + 2,5 
ccm Reagens + 7,5 ccm Verdiinnungsmittel (Propanol — Wasser 1:1), gemessen 
bei 578 my und einer Schichtdicke von 10 mm (fiir Prolin 436 my). 


Tab. 1. Faktorentabelle fiir die Berechnung der Aminosauregehalte aus den 
Chromatogrammen. 














Aminoséure |[uMol/ErR=F| K, K, 

Leucin . . 0,575 ines 

Tsoleucin 0,560 7,45 0,667 
Phenylalanin 0,575 9,50 0,530 
Valin... .. 0,572 6,71 0,747 
Methionin. . — —_ 0,587 
Tyrosin. . 0,570 10,32 0,483 
Prolin e 2,050 23,60 0,760 
Glutaminsaure . 0,600 8,82 0,595 
Threonin .. . 0,555 6,61 0,735 
Asparaginsaure 0,615 8,20 0,658 
Wen Ok 0,570 6,00 0,833 
Glycin .... 0,585 4,39 1,166 
Ammoniak . . 0,635 1,08 5,141 
Arginin. ... 0,560 9,76 2,010 
REPENS: 08S 8 eH 0,525 7,67 1,197 
Histidin ... 0,605 9,39 1,692 
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Aminosaéurebestimmung in Nahrungsmitteln 


erge Rechnerische Auswertung der Diagramme 
r die Aus YER eines Aminosaureberges wird mittels folgender Formeln der Prozent- 


~—— gehalt der jeweiligen Aminosiure errechnet: 
juren SER = X(E—E)) 
sllen, SER: F-M : 
; 1, er om ich , ‘ 
nden 10 mg Hiweid G = Gewichtsprozent Aminosiure (1) 
odee Darin bedeuten: 
ndet, SER = Summe der Restextinktionen Hr eines Berges, 
men, E = gegen Luft gemessene Extinktion der Probe, 

Man Ey = Extinktion einer Probe der Basislinie (mittlerer Wert), 

; der F = Quotient ~Mol/£r der Eichkurve der entsprechenden Amino- 
‘urch sdure, 
olin- M = Molekulargewicht dieser Aminosaure, 

ende mg Eiwei8 = Stickstoffmenge - 6,25 des auf die Siule aufgegebenen Hydro- 
reren lysates, 
> die G = Gewichtsprozente der Aminosaure im analysierten Eiwei8. 

Setzt man fiir jede Aminosaure 
nach F-M 

Ver- : 10 Bt K, ? (2) 
piten 
nten so vereinfacht sich die obige Formel zu 
stein LER: K, 

, Se = 3 
tor mg Eiwei8 (3) 
rung Zur Berechnung der Stickstoffprozente der einzelnen Aminosauren in bezug 
‘den, auf den Stickstoff des angewendeten Hydrolysates werden folgende Formeln ver- 

die wendet: 

G+ An - 6,25 
—__—--_ = 8. 4 
iren, Mas (4) 
Ge- Darin bedeuten: 
- 2,5 S = Stickstoffprozente der Aminosdure vom totalen Stickstoff des Hydro- 
ssen lysates, 
Ax = Atomgewicht des Stickstoffs (bzw. ein mehrfaches davon, je nach 
Aminosaure), 
n Mas = Molekulargewicht der Aminosiure. 
Setzt man fiir jede Aminosiaure 
An - 6,25 < - 
Mas nig Ky, ’ (5) 
so vereinfacht sich obige Formel zu 
G>K,= 8. (6) 


Die Faktoren K, und K, sind der Tab. 1 fiir iede Aminosiiure zu entnehmen. 


Erganzung und Kontrolle der chromatographisch gefundenen Werte 
durch andere Methoden 

Wie aus Abb. 5 ersichtlich, werden mit Hilfe der Waschfliissigkeiten I und II 
die Paare Isoleucin-Leucin, Methionin-Tyrosin, Glutaminsaure-Alanin nicht oder 
nicht vollstandig getrennt. Moore und Stein vervollstandigen die Trennungen 
durch Anwendung zweier weiterer Waschfliissigkeiten. Bei den hier geschilderten 
Analysen ist dies noch nicht geschehen, doch haben wir uns davon iiberzeugt, 
daB durch die Anwendung der Waschfliissigkeit tert. Butanol : sek. Butanol : 0,1- 
n.HCl = 2:1:1 die Bestimmung von Glutaminsaure und Alanin in der von Moore 
und Stein beschriebenen Weise gelingt. AuBerdem haben wir festgestellt, daB die 
Summe der auf diese Art gefundenen Extinktionswerte mit der Summe der Ex- 
tinktionswerte aus dem gemeinsamen, mit Waschfliissigkeit I erhaltenen Berg des 
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Alanins und der Glutaminsiure iibereinstimmt. Bei Methionin-Tyrosin ist diese 
Kontrolle nicht méglich, da Methionin in den von uns verwendeten Waschfliissig. 
keiten z. T. oxydiert wird. Man kann zwar den Anteil des Tyrosins abschitzen, 
findet aber doch erhebliche Differenzen gegeniiber der kolorimetrischen Bestim. 
mung. Zur Verhinderung der Oxydation von Methionin bei der Trennung von 
Methionin und Tyrosin verwenden Moore und Stein eine Waschfliissigkeit, die 
Thiodiglykol enthalt. 


11 


Tleu +Leu 
s a9 Glu + Ala NH; 
=” val 
305 Phe al lyr 
of TMI AL ™ 
“| aA aca 
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Abb. 5. Chromatogramm eines Caseinhydrolysates. 


Methionin bestimmen wir nach der kolorimetrischen Methode von 
McCarthy’, die jedoch nur fiir farblose Hydrolysate des Caseins und anderer 
reiner Proteine anwendbar ist. Bei gefarbten Hydrolysaten, wie sie bei den meisten 
Nahrungsmitteln vorliegen, z. B. bei Weizen, wurde die jodometrische Bestimmung 
nach Lavine® benutzt. Tyrosin wurde kolorimetrisch unter Anwendung der 
Millonschen -Reaktion nach Zuverkalow’® bestimmt. 

Um ferner eine Kontrolle iiber die chromatographisch gefundenen Werte 
der Aminosiuren zu haben, wurden in Stichproben Glykokoll und Arginin 
kolorimetrisch bestimmt. Es wurde beim Vergleich der Werte eine befriedigende 
Ubereinstimmung gefunden. 

Fir Arginin wandten wir die von H. Kraut, E. v. Schrader-Beielstein 
und M. Weber" modifizierte Bestimmungsmethode an, der die Sakaguchi- 
Reaktion zugrunde liegt. 

Fir Glykokoll verwendeten wir die kolorimetrische Methode von R, 
Krueger”, die sich als brauchbar erwies. 

Da Tryptophan bei der sauren'Hydrolyse zerstért wird, bestimmten wir es 
in der urspriinglichen Substanz durch Xanthoproteinreaktion nach H. Roth". 

Der Gesamtschwefel wird nach Grote-Krekeler4 bestimmt. Der Cystin- 
Cystein-Wert ergibt sich rechnerisch aus der Differenz des Methionin-Schwefels 
zum Gesamtschwefel. 


Ergebnisse 
Fehlerbreiten 


Es war eines der Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit, sich ein 
Urteil tiber die Genauigkeit der Moore und Steinschen chromatogra- 
phischen Bausteinanalyse an Stirkesiulen zu bilden. Dies ist nur még- 


8 T. McCarthy u. M. Sullivan, J. biol. Chemistry 141, 871 [1941]. 

® T. Lavine, J. biol. Chemistry 151, 281 [1943]. 

10 QO. Zuverkalow, diese Z. 163, 185 [1927]. 

11H. Kraut, E.v.Schrader-Beielstein u. M. Weber, diese Z. 286, 
248 [1950]. 

122 R. Krueger, Helv. chim. Acta 32, 138—51 [1949]. 

13 H. Roth, Angew. Chem. 52, 149 [1939]. 

14 Uber diese Methode vgl. A.Schéberl, Angew. Chem. 50, 334 [1937]. 
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lich, wenn man viele Analysenwerte des gleichen Stoffes unter Routine- 
bedingungen miteinander vergleicht. 

Fiir die Berechnung der mittleren Streuung (co) wurde folgende 
Formel verwendet: 


o= + |/Zle—2? 
n 


a... ist bei Hydrolysaten das arithmetische Mittel der Analysenwerte fiir 
jede einzelne Aminosaure, bei dem synthet. Gemisch dagegen der be- 
kannte Wert der eingewogenen Aminosaiuremenge. 


x... Abweichungen der einzelnen Analysenwerte von dem Mittelwert a bzw. 
von der eingewogenen Menge. Im letzteren Fall ist « der Analysenfehler. 


n... Anzahl der Analysen der einzelnen Aminosauren. 


In den Tabellen wurde o nicht in absoluten Werten angegeben, 
sondern in % der Menge der betreffenden Aminosiure. Als 100% gilt 
bei dem synthet. Gemisch die eingewogene Menge der jeweiligen Amino- 
siure, bei den Hydrolysaten der Mittelwert aus den jeweiligen Analysen- 
werten. 


Fir jede einzelne Aminosiaure ergibt sich nach dieser Berechnungs- 
methode ein anderer Wert fiir o (in %). Mittelt man diese Werte aller 
Aminoséuren eines Hydrolysates bzw. synthet. Gemisches, so ergeben 
sich folgende Streuungen in %: 


Synthet.Gemisch. ..... + 4,7 Pasteurisierte Milech ...... + 3,5 
ees & ie ele. eee anes + 4,9 Weenies S&S SS A Oe + 4,6 
Futtergerste. ....... + 4,4 


Im Durchschnitt kann man bei Routineanalysen mit einer mittleren 
Streuung von + 4,5% rechnen. 


Synthetisches Gemisch 


Tab. 2 und Abb. 4 zeigen die Ergebnisse, die an einem synthet. Ge- 
misch von 13 Aminosdéuren gewonnen wurden. Die Zusammensetzung 
des Gemisches entsprach prozentual annahernd der des Caseins. Spalte I 
zeigt die Namen der angewandten Aminosiéuren; die meisten lagen in 
pL-Form vor. Der jeweilige Feuchtigkeitsgehalt wurde in Rechnung ge- 
setzt. In Spalte II werden die angewandten Mengen in y aufgefiihrt, 
wahrend Spalte III die wiedergefundenen Mengen zeigt. Bei der Berech- 
nung des in Spalte IV wiedergegebenen Mittelwertes wurden die einge- 
klammerten Zahlen ihrer groBen Abweichung wegen nicht beriicksich- 
tigt, wohl aber bei der Berechnung des mittleren Fehlers (Spalte V). Der 
mittlere Fehler fiir die einzelne Aminosiure betrigt + 4,7%, der gréBte 
einzelne Fehler 8,1%. Die Summe aller gefundenen Stickstoffgehalte be- 
trug 100,90 % der berechneten. 
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Casein 


Nachdem die Methode sich an den synthetischen Gemischen als 
prauchbar gezeigt hatte, wurde die nachste Priifung an einem Hydro- 
lysat vorgenommen. Wir wahlten zu diesem Zweck ein Casein-Hydroly- 
sat, da fiir dieses Protein viele Vergleichswerte in der Literatur zu finden 
sind, die durch andere Methoden gewonnen wurden. Die von uns gefun- 
denen Werte zeigt Tab. 3 (vgl. auch Abb. 5). Spalte IV gibt die Gewichts- 
prozente jeder Aminosaure als Mittelwert von 5 Chromatogrammen an, 
wobei wieder die in Klammern gesetzten Werte nicht beriicksichtigt 
wurden. Spalte III enthalt die von uns mit anderen Methoden be- 
stimmten Gewichtsprozente einiger Aminosiéuren. In Spalte VI ist der 
Stickstoffgehalt der gefundenen Aminoséuren in % des Gesamtprotein- 
stickstoffs angegeben. In den Spalten VII bis X sind zuverlassig er- 
scheinende Werte aus der Literatur angegeben, und zwar mikrobiolo- 
gische Analysen (VII), Bestimmungsmethode mit Isotopen und andere 
Methoden (VIII). Die Spalten (IX) und (X) enthalten die von Block 
und Bolling und von E. Waldschmidt-Leitz aus zahlreichen Lite- 
raturangaben errechneten Mittelwerte und Spalte XI die entsprechenden 
Stickstoffprozente. Die Summe der Stickstoffprozente unserer Amino- 
siurebestimmungen betraigt 97,9% des Hydrolysatstickstoffs, die mitt- 
lere Streuung o = + 4,9%. 


Pasteurisierte Flaschenmilch 


Untersucht wurde eine Vollmilch in Flaschen. Die Werte, die in 
Tab. 4 aufgefiihrt werden, sind das Mittel aus 3—4 chromatographischen 
Analysen. Zum Aufaddieren der Stickstoffprozente muBten die Werte 
fir Tryptophan und Cystin aus der Literatur iibernommen werden. Die 
Summe der Stickstoffprozente ergibt 95,2% des Hydrolysatstickstoffs. 
Die verwendete Milch hatte einen EiweiBgehalt von 3,1%. Nach den 
Angaben der Literatur enthalt Milch durchschnittlich 3,7% Reststick- 
stoff, der nicht aus Aminosiuren besteht. Es sind also rund 98% des 
Stickstoffs aufgeklart. 


Weizenmehl 


Es wurden zwei Weizenmehle von dem mittleren Ausmahlungsgrad 
von 500 untersucht (der Ausmahlungsgrad wird nach dem Aschegehalt 
bestimmt; unsere Sorten hatten etwa 0,55% Asche). Der Stickstoffgehalt 
des Weizenmehls 1 war 1,4%, der des Weizenmehls 2 1,56%. Die von 
uns in Tab. 5 angegebenen Werte stellen je das Mittel aus 4 bzw. 2 Chro- 
matographien dar. Vergleichswerte von nicht mikrobiologisch bestimm- 
baren Aminosauren sind in der neuveren Literatur kaum vorhanden. Die 
Summe der Stickstoffprozente gab bei Weizenmehl 1 92,3%, bei Mehl 2 
95,6% des Hydrolysatstickstoffs. Die Streuung betrug o = + 4,6%. 
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25 J. Kiihnau, Z. Lebensmittel-Unters. u. Forsch. 90, 434 [1950]. 
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Futtergerste 


Die Futtergerste, Tab. 6, war voll ausgemahlen und gab ein sehr 
dunkles Mehl. Die von uns angegebenen Werte sind aus 4 chromato- 
graphischen Analysen gemittelt. In der Literatur sind wenig vergleich- 
bare Angaben vorhanden, Werte von nichtessentiellen Aminosiuren 
fehlen ganz in der Literatur. Die Summe des gefundenen Stickstoffes 
ergibt 90,4%, die Streuung der einzelnen Werte o = + 4,4%. 


Diskussion 


Die chromatographischen Werte der 6 untersuchten Nahrungsmittel 
stimmen gut mit den mikrobiologischen Werten iiberein. Auffallend ist, 
daB die Werte fiir Isoleucin-Leucin und Valin im Vergleich zu den mikro- 
biologischen Werten niedriger sind. Auch Threonin liegt in manchen 
Fallen tiefer. In kiinstlichen Gemischen werden dagegen die Werte der 
genannten Aminosduren innerhalb der Fehlergrenzen voll wiederge- 
funden. Es ist vorlaufig nicht zu entscheiden, ob die mikrobiologischen 
oder die chromatographischen Werte zuverlassiger sind. Da wir Alanin 
und Glutaminséure anfangs chromatographisch nicht getrennt haben, 
wurde der Alaninwert der Literatur entnommen und die Glutaminsiure 
durch Differenzrechnung aus der Gesamtextinktion ermittelt. 

Die Summe der Stickstoffprozente eines reinen Proteins miSte 
100% ergeben. (Die Summe der Gewichtsprozente muB infolge der 
Wasseraufnahme tiber 100 liegen.) Wir fanden bei der Analyse von: 


Synthet.Gemisch. . ... 100,9 % Weizenmehl 1 ....... 92,3% 
ELS aa ales lia ee 97,9% Weizenmehl 2 ....... 95,6 % 
Pasteurisierter Milch . . . 95,2% Futtergerste ........ 90,4 % 


Zur Erklarung des Stickstoffdefizits kann man folgendes anfihren: 
Falls in einem untersuchten Hydrolysat Oxyprolin enthalten war, hatte 
sich sein Berg dem der Asparaginsiure iiberlagert. Da Oxyprolin mit 
Ninhydrin eine Gelbfarbung gibt im Gegensatz zur Blau-Violettfarbung 
mit Asparaginsaéure, entzieht es sich bei der Kolorimetrie mit Filter 
578 mu der Messung. Auch andere seltenere Aminoséuren wie Amino- 
buttersiure, Ornithin, Oxylysin wurden von uns nicht erfaBt, iiberlagern 
auch keine von uns ausgewerteten Berge. 

Andere stickstoffhaltige Stoffe wie Purine und Alkaloide gehen bei 
der chromatographischen Analyse verloren, werden aber bei der Gesamt- 
stickstoffbestimmung des Hydrolysates mit erfaBt. Sie erklaren das 
groBere Stickstoffdefizit der pflanzlichen Rohproteine. 


Zusammenfassung 


Die chromatographische Aminoséureanalyse von Moore und Stein 
an Starkesiéulen wurde auf ihre Verwendbarkeit als Routinemethode ge- 
prift. Ihre Streubreite wurde an synthetischen Gemischen und verschie- 
denen Hydrolysaten ermittelt. Die mittlere Streuung der Analysen an 
13* 
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6 verschiedenen Stoffen betrigt durchschnittlich + 4,5% des betref. 
fenden Aminosaéurewertes. 

Die Summe der Stickstoffprozente der Aminosiuren des synthet. 
Gemisches betraigt 100,9%. Bei Hydrolysaten in Casein und Milch fehlen 
2—5%, bei den Weizenmehlen und der Futtergerste 5—10%. Dieses 
Defizit ist nicht als Analysenverlust anzusehen. 


Summary 


The chromatographic amino acid analysis of Moore and Stein 
using starch columns was examined from the point of view of its appli- 
cability as routine method. Its deviation range was determined for 
synthetic mixtures and for various hydrolysates. The mean deviation 
of the analyses for 6 different materials amounts to an average of 
+ 4,5% of the amino acid value concerned. 

The sum of the nitrogen contents for the amino acids in the syn. 
thetic mixture is 100,9%. In the case of hydrolysates of casein and milk 
there is a deficiency of 2—5% while in the case of the wheat flours and 
feed barley the deficiency is 5—10%. This deficit cannot be regarded as 
being due to loss in the analysis. 
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Zur Bestimmung von freien Aminosduren 
in biologischem Material 


Von 
G. Gorbach, G. Dedic und E. H. Philippi 


Aus dem Institut fiir biochemische Technologie und Lebensmittelchemie der Technischen Hochschule 
Graz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1955) 


Mit der wichtigen Bestimmung der freien neben den gebundenen 
Aminosiuren im Serum, Urin und anderem biologischem Material be- 
schiftigen sich zahlreiche Arbeiten!. Fiir die Abtrennung der vorhande- 
nen Proteine ist in der Literatur eine Reihe von Fallungsmitteln an- 
gegeben. Wir konnten feststellen, daB die Art des gewahlten Fallungs- 
nittels die Ergebnisse beeinfluBt, wodurch die vergleichende Auswertung 
der Ergebnisse einzelner Arbeiten erschwert wird. Es wurde daher die 
Mitfallbarkeit einiger freier Aminoséiuren mit dem EiweiB bei Verwen- 
dung verschiedener Fallungsmittel im Modellversuch naher studiert. 


Methodik 


Um den prozentuellen Fallungsgrad des jeweiligen Fallungsmittels zu er- 
rechnen, wurde der Gesamtstickstoffgehalt waBriger ModelleiweiBlésungen nach 
Kjeldahl vor und nach der EiweiBfallung bestimmt. Derselbe Vorgang wurde dann 
nach Zusatz bestimmter Mengen verschiedener freier Aminosaéuren wiederholt, um 
den Einflu8 des Fallungsmittels zu erkennen. Die gleichzeitig durchgefiihrte papier- 
chromatographische Testung der Filtrate nach der EiweiBfallung ergab einen quali- 
tativen Uberblick iiber die Art der mitgefallten Aminosauren. 

a) EiweiBloésungen: Zur Untersuchung gelangten: Eialbumin reinst (Rohr- 
becks’s Nflg. Wien), Casein nach Hammarsten, Blutfibrin (Drogerieware) und 
Edestin (Hoffmann-La Roche, Basel). Das jeweils feinpulverisierte EiweiB 
wurde in verd. Natronlauge gelést, die Lésung mit verd. Salzsiure neutralisiert 
und in Schliff-Flaschen, mit Toluol iiberschichtet, im Kiihlschrank aufbewahrt. 

b) Aminoséurelésungen: Es wurden 6 verschiedene Aminosauren gepriift, 
die nach den Gesichtspunkten der Struktur, der Basizitét und ihrer biologischen 
Wertigkeit ausgewahlt worden waren. Aus der Gruppe der basischen Aminosiuren 
waren es Histidin-HCl (Eastman-Kodak Co. Rochester, N. Y.) und Arginin-HCl 








1 Vgl. z. B. M.S. Dunn, H.F.Schott, W. Frank! u. L. B. Rockland, 
J. biol. Chemistry 157, 387 [1945]; M.S. Dunn, M. N. Camien, 8S. Shankman, 
W. Frankl u. L. B. Rockland, ebenda 156, 715 [1944]; M.S. Dunn, M. N. Ca- 
mien, S.Shankman u. H. Block, Arch. Biochemistry 18, 207 [1947]; M.S. 
Dunn, Physiol. Rev. 29, 219 [1949]; B. F. Steele, H. E.Sauberlich, M.S. 
Reynolds u. C.A. Baumann, J. Nutrit. 38, 209 [1947]; R. D. Eckhardt u. 
Ch. S. Davidson, J. biol. Chemistry 177, 687 [1949]; S. W. Hier u. O. Bergeim, 
ebenda 161, 717 [1945]; L. Sheffner, J. Kirsner u. W. L. Palmer, ebenda 175, 
107 [1948]; J. L. Stokes, M. Gunness, I. M. Dwyer u. M.C. Caswell, ebenda 
160, 35 [1945]; H. Schreier u. H. Pliickthun, Biochem. Z. 320, 447 [1950]. 
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(wie vorher), weiter die neutralen Aminosiuren Alanin (Merck Co., Rahway, 
N.J.), Valin (Merck wie vorher) und Leucin (Merck wie vorher) und aus der 
Gruppe der sauren die Asparaginsiure (Merck Co., Rahway, N.J.). Von allen 
diesen Aminosdéuren wurden, wie bei den Proteinen waBrige Lésungen mit acidi- 
metrisch bestimmtem Stickstoffgehalt hergestellt, die im Kihlschrank unter 
Toluol aufbewahrt wurden. 

c) Fallungsmittel: 1. Phosphormolybdansaure (PMS), hergestellt nach 
Pincussen?, je 2ml auf 1 ml EiweiBlésung; 2. Natriumwolframat nach Folin, 
hergestellt nach Pincussen?, je 2 mi auf 1 m/l EiweiBlésung; 3. Phosphorwolf- 
ramsaure (PWS), hergestellt nach van Slyke und Dillon’, je 5 ml auf 1 mi Ei. 
weiBlésung; 4. 20-proz. Trichloressigsiure, je 5 ml auf 1 ml KiweiBlésung; 5. Cal- 
ciumfluorid, wobei zu 1 ml EiweiBlésung je 5 ml einer 0,65-proz. Natriumfluorid- 
lésung und je 2 ml einer 3-proz. Calciumchloridlésung zugesetzt wurden. 

d) Stickstoffbestimmung «): AufschluBmittel: Die einschlagige Literatur 
gibt fiir die Veraschung einzelner Proteine oder Aminosiéuren eine ganze Reihe ver- 
schiedener AufschluBmittel an. Erstrebenswert war es, in vorliegendem Falle ein 
solches zu verwenden, das in kurzer Zeit sowohl die verschiedenen EiweiBstoffe 
als auch die einzelnen freien Aminosdiuren quantitativ zerlegt. Es wurden deshalb 
die von Wieland, Polson und Mosley, Miller und Miller, Fuchs und Falken. 
hausen, Ribas und Vazquez-Gesto und die von Rappaport? dafiir angege- 
benen Mischungen gepriift. Sie konnten auch nach langerer Veraschungsdauer im 
vorliegenden Falle nicht vollstandig befriedigen. Auf Grund weiterer Versuche fiihrte 
dann folgendes Veraschungsmittel bereits nach 45 Min. iiberall zu befriedigenden 
Resultaten: 1 ml CuSO,-H,SO, (1 g CuSO, in 100 ml waBriger H,SO, 1:1) + 50 mg 
HgO + 50 mg Se. Patel undSveenivasan® konnten nach Selenzusatz zur Ver- 
aschung ebenfalls in 30 Min. quantitativ das Casein zerlegen. 

B) Die acidimetrische Stickstoffbestimmung erfolgte mit der Destillations- 
apparatur nach Parnas-Wagner unter Verwendung der von Steyermark® 
genannten Reagenzien. Fiir die Titrationen eignete sich in vorliegendem Falle die 
acidimetrische Methode besser als die jodometrische nach Bang’, welche bei noch 
so sorgfaltiger Destillation bereits an den Testproben haufig Streuwerte zeigte. Es 
wurden neben mehreren Parallelproben auch jeweils mehrere Blindwerte mitbe- 
stimmt. 

y) Die papierchromatographische Trennung: Es wurde dabei nach der ,,test- 
tube-Methode“, die von Rockland und Dunn® entwickelt und von Gorbach 
und Demmel® weiter ausgebaut worden war, eindimensional gearbeitet. Zur Ver- 
wendung gelangte Schleicher & Schiill-Papier 2043b, als Loésungsmittelgemisch 
n-Propanol — dest. Wasser (80:20). Die Reaktionstemperatur betrug konstant 
45°, die Trocknungstemperatur jeweils 90°. Zur Chromatogrammentwicklung 
diente Ninhydrin (0,1% in Pyridin). 


2 L. Pincussen, Mikromethodik, Thieme Verlag Leipzig, 1930. 

3 D. D. van Slyke u. R. T. Dillon, J. biol. Chemistry 146, 137 [1942]. 

4 Th. Wieland, Fortschr. chem. Forsch. 1, 211 [1949]; A. Polson u. M. 
Mosley, Science [New York] 105, 603 [1947]; G. L. Miller u. E. Miller, Analyt. 
Chem. 20, 481 [1948]; H. J. Fuchs u. M. von Falkenhausen, Biochem. Z. 245, 
304 [1932]; I. Ribas u. D. Vazquez-Gesto, Chem. Zbl. 1958, 8679; Chem. Zbl. 
1951 I, 3096; F. Rappaport, Mikrochemie d. Blutes, E. Haim u. Co., Wien- 
Leipzig, 1935. 

5 §.M. Patel u. A.Sveenivasan, Analyt. Chem. 20, 63 [1948]. 

6 A. Steyermark, Quantit. organ. microanalysis, Blakiston Co., New York 
1951. 

7 I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile, Verlag 
Bergmann, Wiesbaden, 1916. 

8 L. B. Rockland u. M.S. Dunn, Science [New York] 109, 539 [1949]. 

® G.Gorbach, unveroff. Dissertat. H. Demmel, Techn. Hochschule Graz 
1953. 
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Zur Bestimmung von freien Aminosaéuren 








Ergebnisse! 


a) Die EiweiBfallungen: Wie Tab. 1 zeigt, sind in erster Linie 
Phosphormoly bdanséure und erst danach Phosphorwolframsiaure uni- 
versell anwendbare Fallungsmittel fiir die gepriiften Proteine, waihrend 
Natriumwolframat, Calciumfluorid und insbesondere Trichloressigsiure 
fir die einzelnen EiweiSstoffe eine ganz verschieden hohe Fiallbar- 
keit aufweisen. Die ungiinstigsten Werte wurden mit den drei letztge- 
nannten Fallungsmitteln bei Eialbumin erhalten. Die Fallung scheint 
daher nicht nur von der Art des Fallungsmittels, sondern auch stark von 
der Natur des EiweiBes abhangig zu sein, was ja z. B. bei der Reststick- 
stoffbestimmung im Blut auch beriicksichtigt wird. 


Tab. 1. Ausfallungsgrad von Proteinen mit verschiedenen Fallungsmitteln in %. 




















Na- ‘ Trichlor- 

PMS PWS | wolframat | ©#-Fluorid essigsiure 
Gem... . |. 9088 | 98,16 90,63 | 98,60 97,45 
Blutfibrin. . . 99,78 94,05 98,89 98,89 61,72 
Eialbumin. . . 99,46 96,31 79,33 65,22 60,71 
Edestin. ... 99,13 99,12 99,56 97,63 99,63 


b) Die Mitfallung freier Aminosauren: Auf Grund der Ergeb- 
nisse unter a) wurden die folgenden Versuche nur mit Phosphormolyb- 
din- und Phosphorwolframsaure fortgefiihrt (siehe die Tabb. 2—5). So- 
wohl bei Casein als auch Blutfibrin wird durch Phosphormolybdansaure 
keine der anwesenden freien Aminosduren mitgefallt. 


Tab. 2. Fallung von Casein mit PMS bei Anwesenheit freier Aminosiuren 
(Caseinausfaillung 99,54%). 














N-Gehalte in mg 
ere vor der Fallung nach der Fallung 
Aminosiaure por 

AS Casein ensinn ber. gef. 
Oo eee 0,484 0,588 1,072 0,486 0,492 
rh a a ere 0,568 0,588 1,156 0,571 0,568 
Bane 2 a ed gi 0,460 0,588 1,048 0,463 0,458 
Asparaginsiure ..... 0,412 0,588 1,000 0,415 0,401 
PR oe Sg: fal ben oe 0,960 0,588 1,548 0,963 0,937 
a a ee 1,036 0,588 1,624 1,039 1,031 
Mischlésg. aliquoter Anteile 
TOS NED spy ee pestle 1,385 0,420 1,805 1,387 1,368 











Bei Verwendung des Fallungsmittels Phosphorwolframsiure fallen 
natiirlich die basischen Aminoséiuren mit dem Eiwei® aus, dient doch 
dieses Reagens auch in der Analytik zu ihrer Gruppentrennung*?®. 


rio 10 A.C. Chibnall, M. W. Rees u. E. F. Williams, Biochem. J. 87, 372 
43]. 
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Die Art der EiweiBlosung beeinfluBte dabei ihre prozentuelle Mitfall. 


barkeit nicht, wie die Tabb. 3 und 4 zeigen. 


Tab. 3. Fallung von Blutfibrin mit PMS bei Anwesenheit freier Aminosduren 


(Blutfibrinausfallung 99,78%). 
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N-Gehalte in mg 








Aminosaure vor der Fallung nach der Fiallung 
AS |Blutfibrinlgthptin| ber. | gef. 
PREN Gh ein 2S! ws 0,484 0,648 1,132 0,486 0,471 
BOSUNGIN: nso ess 0s 0,568 0,648 1,216 0,570 0,566 
oT OR Saas 0,460 0,648 1,108 0,462 0,471 
Asparaginsiure ..... 0,412 0,648 1,060 0,414 0,406 
SS ae eee 0,960 0,648 1,608 0,962 0,959 
PUBCON PSE skis 51. cs rep, a 1,036 0,648 1,684 1,038 1,042 
Mischlésg. aliquoter Anteile 
Ger BABES olin ees 1,385 0,462 1,847 1,387 1,403 


Tab. 4. Fallung von Casein mit PWS bei Anwesenheit freier Aminosaéuren (Casein- 














ausfallung 98,16%, Histidinausfallung 93,07%, Argininausfallung 94,04%). 




















N-Gehalte in mg 
Aaiibaiieiitiede vor der Fallung nach der Fallung 
, AS + 

AS Casein Concin ber. gef. 
REGO eos os ss ee 0,173 0,420 0,593 0,018 0,017 
Hitadin ......45: 0,202 0,420 0,622 0,022 0,021 
bere te tater tthe 0,164 0,420 0,584 0,171 0,173 
Asparaginséure ..... 0,146 0,420 0,566 0,153 0,157 
RN le are ass cqsc cre ss dove 0,343 0,420 0,763 0,350 0,349 
RID os oe Sts. sy ee 0,370 0,420 0,790 0,377 0,369 
Mischlosg. aliquoter Anteile 
TS 2G :\ i ae ere Sears 1,334 0,420 1,754 0,986 0,980 


Tab. 5. Fallung von Blutfibrin mit PWS bei Anwesenheit freier Aminosauren 





(Blutfibrinausfallung 94,05%, Histidinausfallung 93,07%, Arginin- 
ausfallung 94,04%). 














N-Gehalte in mg 
Aeitutitiiats vor der Fallung nach der Fallung 
A ike ol 4 
AS Blutfibrin Blutfibrin ber. gef. 
ieee ec; Rea! a eects 0,173 0,463 0,636 0,038 0,040 
OSS rer 0,202 0,463 0,665 0,042 0,041 
MMR ced fons. “ark 5- soles 0,164 0,463 0,627 0,191 0,194 
Asparaginsiure ..... 0,146 0,463 0,609 0,173 0,175 
PERSO RSS Mies s2' 2 0,343 0,463 0,806 0,370 0,378 
Le ee eon ee 0,370 0,463 0,833 0,397 0,383 
Mischlésg. aliquoter Anteile 
Co i) |< ee See 1,334 0,463 1,797 1,013 1,006 
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Die vor und nach der EiweiBfallung bestimmten Stickstoffwerte der 
freien Aminoséuren wurden durch gleichzeitige papierchromatographische 
Untersuchungen bestatigt. Dabei muBte aus den Filtraten der Phos- 
phorwolframsaurefallungen das Fallungsreagens vorher mit Bleiacetat 
entfernt werden, da es bei der Entwicklung der Chromatogramme, wie 
die Abb. 1 (c) zeigt, stérte. Aus dem dabei entstandenen Niederschlag 
wurden die mitgefallten Aminosiuren mit konz. Ameisensiure heraus- 
gelost, das Eluat mit dem Filtrat vereinigt und diese Lésung danach 
chromatographiert. Die Abbild. zeigt am Beispiel von Casein und Blut- 


Bat ase 

oe * é 6 
Abb. 1. a) Chromatogramm der Amino- 2 fs 
i ' 


siuren nach PMS-Fallung des EiweiBes. : ; 

b) Dieselben AS nach PWS-Fiallung bei vor- 

angehender Entfernung des Fallungsmittels, ; 

die basischen AS fehlen infolge Mitfallung. 

c) Ein Chromatogramm einer Phosphorwolf- | 

ramsdurefillung ohne Entfernung des sté- 

renden Fallungsreagens. d) Wie c), aber nach 

Entfernung der PWS erst chromatographisch 

aufgetrennt; die basischen fehlen infolge 
Mitfallung, Valin war nicht anwesend. 





a) b) c) d) 


fibrin wieder die Wirkung der Fallungsmittel Phosphormolybdansaure 
und Phosphorwolframsaure auf die anwesenden freien Aminosauren: 
a) stellt das Chromatogramm der Aminosaiuren nach der PMS-Fallung 
dar, b) dasjenige nach der Fallung mit PWS nach Entfernung des Fial- 
lungsmittels. Am Beispiel der Chromatogramme c) und d) sieht man die 
Storung der Phosphorwolframsiure, wihrend bei Anwesenheit von PMS 
storungsfrei chromatographiert werden kann. Weiterhin entnimmt man 
den Chromatogrammen das Fehlen der basischen Aminosdéuren Arginin 
und Histidin nach der PWS-Fallung. 


Besprechung der Ergebnisse 


Das Verhalten der freien Aminosiéuren bei der EiweiBfaillung wurde 
bisher nur wenig beachtet. Aus den vorliegenden Versuchsergebnissen 
geht hervor, daB schon die Wahl des richtigen EiweiBfaillungsmittels von 
Bedeutung ist. Weiterhin zeigen die Ergebnisse, daB bei der Bestimmung 
freier Aminoséuren in biologischem Material Phosphormolybdinsaure 
als EiweiBfallungsmittel am ehesten befriedigen kann, vor allem, wenn 
es darauf ankommt, mit mdglichst wenig Probenmaterial eine Bestim- 
mung moglichst vieler Aminoséuren in einem Arbeitsgang vorzunehmen. 
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Dieses Fallungsmittel zeigt bei praktisch quantitativer Fallung ver. 
schiedener EiweiBstoffe keine Mitfallbarkeit verschiedener Aminosiuren, 
stért bei nachfolgender chromatographischer Aminosdéurenbestimmung 
nicht und iibt auch keinen nachteiligen Einflu8 auf das Bakterienwachs. 
tum bei mikrobiologischen Aminosiurebestimmungen aus. Phosphor. 
wolframsaure hingegen, ebenfalls ein gutes EiweiBfallungsmittel, ist be- 
kanntlich bei der Bestimmung der freien basischen Aminosauren nicht 
anwendbar, da es diese nahezu quantitativ mitfallt. Die weiterhin ge. 
priften Eiweibfallungsmittel Natriumwolframat, Calciumfluorid und 
Trichloressigséure sind hingegen zur Trennung von Eiweif8 und Amino. 
siuren nicht allgemein zu empfehlen, da diese die einzelnen EiweiBarten 
nicht immer quantitativ ausfaillen. 


Zusammenfassung 


An Hand von Modellversuchen wurde die Fallbarkeit von Casein, 
Blutfibrin, Eialbumin und Edestin aus waBrigen Losungen durch die 
Fallungsmittel Phosphormolybdansaure, Phosphorwolframsiéure, Na- 
triumwolframat, Trichloressigsiure und Calciumfluorid naher studiert. 
Praktisch quantitativ fallt alle 4 Eiweiistoffe Phosphormolybdansiure, 
gefolgt mit wenig abnehmender Wirksamkeit von Phosphorwolfram- 
siure. Weniger gut waren in absteigender Reihe Calciumfluorid, Na- 
triumwolframat und Trichloressigsiure. Mit den zwei giinstigsten Ei- 
weibfallungsmitteln wurde bei Casein und Blutfibrin die Mitfallbarkeit 
der zugesetzten freien Aminosiuren Arginin, Histidin, Alanin, Asparagin- 
siure, Valin und Leucin gepriift. Der Fallungsgrad der basischen Amino- 
siuren mit Phosphorwolframsiure wurde durch die An- oder Abwesen- 
heit von EiweiB nicht beeinfluBt. In allen anderen Fallen blieben die 
freien Aminosiéuren quantitativ in Lésung. 


Summary 


In a series of model experiments the precipitation of casein, blood- 
fibrin, egg-albumin and edestin out of aqueous solutions with phospho- 
molybdiec acid, phosphotungstic acid, sodium tungstate, trichloracetic 
acid, and calcium fluoride has been studied. Phosphomolybdic acid 
precipitates all four proteins practically quantitatively ; phosphotungstic 
acid was rather less effective; calcium fluoride, sodium tungstate, and 
trichloracetic acid, in order of decreasing merit, were distinctly inferior. 
The coprecipitation of added free amino-acids, viz. arginine, histidine, 
alanine, asparagine, valine, and leucine, with the two best precipitants 
was investigated: the precipitation of the basic amino-acids by phos- 
photungstic acid was unaffected by the presence or absence of protein; 
in all other cases the free amino-acids remained quantitatively in solution. 
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Ausscheidung von 17-Oxy-corticosteron 
im Harn skorbutischer Meerschweinchen 
Von 
Georg Oertel und Helmut Hein 
Aus den Laboratorien der Firma Byk-Gulden Lomberg, Chem. Fabrik GmbH. Konstanz 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Mirz 1955) 


In friiheren Arbeiten! berichteten wir bereits tiber die Ausscheidung 
von 17-Ketosteroiden und formaldehydbildenden C,,-Steroiden (20. 21- 
Ketole, 20. 21-Diole, 17-Oxy-20. 21-Ketole und 17. 20. 21-Triole) im 
Harn skorbutischer Meerschweinchen sowie tiber die chromatogra- 
phische und papierchromatographische Auftrennung der neutralen 17- 
Ketosteroid-Fraktion. 

Auf Grund dieser Untersuchungen und im Hinblick auf die bei As- 
corbinsduremangel beobachteten Stoffwechselstérungen? schien es be- 
deutsam, die Ausscheidung von 17-Oxy-corticosteron im Harn skorbu- 
tischer Meerschweinchen zu bestimmen. 

Deuten doch die Mangelerscheinungen bei vitamin-C-freier Ernah- 
rung auf eine verminderte Sezernierung glucoaktiver Cortine, deren bio- 
logisch wirksamstes das 17-Oxy-corticosteron darstellt. 


Methodik 


Die Versuche wurden an 24 Meerschweinchen durchgefiihrt, die nach einer 
sich tiber 7 Tage erstreckenden Bestimmung der taglichen Normalausscheidung 
formaldehydbildender C,,-Steroide*? 8 Tage lang vitamin-C-freie Nahrung (in 
Form von im Autoklaven erhitzten Riiben) erhielten. Die Bestimmung des im 
24-Stdn.-Harn ausgeschiedenen 17-Oxy-corticosterons erfolgte am 7. Tage der 
normalen bzw. am 8. Tage der vitamin-C-freien Ernahrung. 

Hierzu wurden 1000 ml bzw. 1200 ml des 24 Stdn.-Sammelharns bei pp 1,7 
jeweils einmal mit 1 Vol. und 0,5 Vol. Chloroform extrahiert, zentrifugiert und die 
iiber Natriumsulfat getrockneten Gesamtextrakte im Vak. bei max. 45° zur Trockne 
eingedampft. Die jeweiligen Trockenriickstinde wurden in 3m/ Benzol auf- 
genommen und 0,2 mi des Konzentrats nach der von Schmidt und Staudinger? 
angegebenen Methode auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b mit Hilfe von 
n-Heptanol/Wasser papierchromatographisch getrennt. Die einzelnen Zonen der 
auf dem Papier befindlichen 4‘-3-Ketosteroide lieBen sich an Hand von UV- 


1G. Oertel u. H. Hein, Arzneimittel-Forsch. 4, 513 [1954]; 5, 98 [1955]; 
diese Z. 297, 249 [1954]. 

2 R. Abderhalden, Vitamine, Hormone, Fermente, B. Schwabe, Basel 
1953; H. C. Murray, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 75, 598 [1950]; H. N. Chri- 
stensen u. E. L. Lynch, J. biol. Chemistry 172, 107 [1948]. 

3 W.H. Daughaday, H. Jaffe u. R.H. Williams, J. clin. Endocrinol. 
8, 166 [1948]. 
4H. Schmidt u. Hj. Staudinger, Biochem. Z. 324, 128 [1953]. 
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Kontaktphotographien® ermitteln. Nach Extraktion der Zonen mit absol. Methanol 
und nachfolgendem Eindampfen der erhaltenen Liésungen im Vak. bei max. 40° 
wurden die in 0,5 ml absol. Methanol gelésten Trockenriickstande erneut papier. 
chromatographisch getrennt, wobei sich die von Zaffaroni® vorgeschlagenen 
Lésungsmittelsysteme Propylenglykol/Chloroform und Formamid/Benzol be. 
sonders bewahrven. 

Auf einem der beiden 4 cm breiten, mit Propylenglykol/Methanol (1:1 v/v) 
impragnierten Papierstreifen (Schleicher & Schiill Nr. 2043b) wurden an der in der 
Abbild. bezeichneten Stelle 0,5 mi der zu untersuchenden Lésung bzw. 0,25 ml 
davon, auf dem anderen 20 y 17-Oxy-corticosteron in 0,25 ml absol. Methanol 
als Testlésung aufgetragen und zunichst 3 Stdn. mit Cyclohexan entwickelt. Die 
nachfolgende, gleichfalls absteigende Entwicklung mit Chloroform (in einer zweiten 
Kammer) dauerte etwa 8—10 Stunden. 

Zur quantitativen Bestimmung der reduzierenden C,,-Steroide (17-Oxy-20, 
21-Ketole und 20. 21-Ketole) auf dem 12 Stdn. im Vak. bei max. 40° getrockneten 
Papierchromatogramm wandten wir die an anderer Stelle’? beschriebene Methode 
der direkten Photometrie nach Sichtbarmachung der Zonen durch eine alkalische 
Lésung von Di-tetrazoliumsalz an. 





| 10 ——- 











Abb. 1. Bei der Papierchromatographie 
benutzte Papierstreifen (Ma8e in cm). 





Ergebnis 


Die Ausscheidung von 17-Oxy-corticosteron, die bei normaler Er- 
nahrung 7 y/Meerschweinchen/24 Stdn. betrug, stieg nach 8 Tagen vita- 
min-C-freier Ernihrung auf 53 y/Meerschweinchen/24 Stunden. 

Da die Konzentration der im Blut zirkulierenden 17-Oxy-C,,-Ste- 
roide bei skorbutischen Meerschweinchen gleichfalls erhéht ist § (normal: 
32,9+4,6 y/24 Stdn.; bei Skorbut: 301,9-+ 43,0 y/24 Stdn.), scheint die 
Ausschiittung von 17-Oxy-corticosteron bei Ascorbinsiuremangel keines- 
wegs eingeschrinkt, sondern im Gegenteil erheblich vermehrt. DaB es 
trotzdem zu den hinlanglich bekannten Stérungen im EiweiB- und 


5 H. J. Hiibener, E. Hoffmann u. F. Bode, diese Z. 289, 102 [1952]. 

6 A. Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 [1953]. 

7 G. Oertel, Acta endocrinol. 16, 267 [1954]. 

8 A. K. Done, R.S. Ely, L. R. Heiselt u. V.C. Kelley, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 88, 722 [1953]. 
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Kohlenhydratstoffwechsel kommt, hingt wohl mit der cofermentahn- 
lichen Wirkung zusammen, die das Redox-System: Ascorbinsaure-De- 
hydroascorbinsiure bei der durch glucoaktive Cortine, insbesondere 17- 
Oxy-corticosteron hervorgerufenen Gluconeogenese ausiibt. 

Die Feststellung einer betraichtlich erhohten Ausscheidung von 17- 
Oxy-corticosteron im Harn skorbutischer Meerschweinchen sollte weiter 
mr Aufklarung der Einwirkung von Ascorbinsaure auf die Biogenese der 
Cortine beitragen. 

Hieriiber wird an anderer Stelle berichtet. 


Zusammenfassung 


Die Ausscheidung von 17-Oxy-corticosteron im Harn von Meer- 
schweinchen war nach 7 Tagen vitamin-C-freier Ernihrung gegenitiber 
der Norm stark erhoht. 


Summary 


The excretion of 17-hydroxycorticosterone in the urine of guinea 
pigs which had been fed for 7 days with a vitamin C-free diet was found 
to be markedly increased in comparison with the normal. 
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Darstellung von *5S-Methionin und 35S-Cystin 
hoher spezifischer Aktivitat durch Biosynthese 


Von 
Annemarie Niklas 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kéln, Direktor: Prof. Dr. H. W. Knipping, 
Isotopenlabor: Prof. Dr. W. Maurer 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1955) 


Im Rahmen von Untersuchungen iiber den EiweiBstoffwechsel ver. 
schiedener Organismen wurde ein Verfahren zur Herstellung von *§. 
Methionin und *§-Cystin aus *S-markiertem Sulfat durch Biosynthese 
entwickelt. 

Die Hefe Torula utilis wurde in Gegenwart von *SQ,-Ionen ge. 
ziichtet. Als autotropher Organismus ist diese Hefe imstande, aus 
35§0,-Ionen die beiden Thioaminosiuren Methionin und Cystin auf- 
zubauen. Unter speziellen Bedingungen erreicht man einen fast voll- 
standigen Einbau des vorgelegten radioaktiv markierten Sulfats in die 
Thioaminosauren des HefeeiweiBes!. Nach Hydrolyse des Hefeeiweifes 
kénnen *§-Methionin und *S8-Cystin papierchromatographisch isoliert 
werden. 

Zichtung von “S-markierter Hefe 


Abb. 1 zeigt die zur Ziichtung der “S-markierten Hefe verwandte Anordnung, 
Der Boden des ZuchigefaBes besteht aus einer Gl-Fritte, durch welche Luft unter 
leichtem Uberdruci in die Nahrlésung einperlt. Der das GefaB nach oben ab- 
schlieBende Schliff enthalt einen Tropftrichter mit 0,25-proz. Ammoniaklésung 
und einen LuftauslaB mit Wattefilter. Letzteres soll den Austritt von fein- 
zerstaubter Nahrlosung und die damit verbundene radicaktive Verseuchung der 
Umgebung verhindern. Das Zuchtgefi8 befindet sich in einem Wasserbad von 28°. 

Es werden etwa 50 mg feuchter Hefe in 100 m/ Nahrlésung (s. Tab. 2, 
1. Ziichtung) unter Zugabe von Garfett und einigen Kristallen Bromkresolpurpur 
als Indikator aufgeschwemmt. Der Farbstoff schlagt zwischen py 5 und pH 7 von 
Gelb nach Purpur um. Zur Konstanthaltung des pq wird laufend 0,25-proz. 
Ammoniaklésung zugegeben. 

Die Ziichtung der *S-markierten Hefe erfolgt in 3 Stufen: Die auf- 
einanderfolgenden Ziichtungen unterscheiden sich lediglich durch die 
Zusammensetzung der Nahrldsung. Aus Tab. 1 und 2 kénnen die Be- 
standteile der Nahrldsungen bei den 3 aufeinanderfolgenden Ziichtungen 


entnommen werden. 

Die 1. Zichtung dient zur Gewinnung frischer Hefezellen. Nach 
einer Zuchtdauer von 5—7 Stdn. erhilt man das 2—3-fache der Hefe- 
Ausgangsmenge. Danach wird die Hefe abzentrifugiert und mit Glucose- 
losung (Losung I der Tab. 1) nachgewaschen. 


1H. Schliissel, W. Maurer, A. Hock u. O. Hummel, Biochem. Z. 322, 
226 [1951]. 
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Die 2. Ziichtung unterscheidet 
sich von der 1. Ziichtung insofern, als 
die Nahrlésung keine Sulfationen ent- 
hilt. Eingesetzt werden etwa 50 mg 
feuchter Hefe aus der 1. Ziichtung. 
Diese Weiterziichtung der Hefe in sul- 
fatfreier Nahrldsung hat eine Verar- 
mung der Hefezellen an schwefelhal- 
tigen Substanzen zur Folge. Diese Zucht 
mu8 so lange fortgesetzt werden, bis 
das Wachstum der Hefe — gemessen 
am Ammoniakverbrauch — stark nach- 
laBt. 

Die 3. Ziichtung, ausgehend von 
20—50 mg der in der 2. Ziichtung ge- 
wonnenen Hefe, muB aus Strahlen- 
schutzgriinden im Abzug durchgefiihrt 
werden. Die Nahrlésung enthialt keine 
endlichen Mengen von Sulfat, sondern 
lediglich ein praktisch gewichtsloses 
Priparat von **SO,-Ionen. Die sulfat- 
frei vorgeziichtete Hefe baut das trager- 
freie ®S-Praparat nahezu 100-proz. in 
die Thioaminosauren ein. 

Nach 4—6 Stdn. werden die Hefezellen 
abzentrifugiert. Zur Kontrolle des *S-Ein- 
baus wird die in der Nahrlésung verbliebene 


%§-Aktivitét bestimmt. Diese betragt durch- 
schnittlich 1% der vorgelegten *S-Aktivitiat. 





Abb..1. Apparatur zur Ziichtung 
35S-markierter Hefe. G1 = Fritte, 
NH = Nahrlésung mit Hefe, W = 
Watte, A = Ammoniak, L, = 
Luftzufuhr, L, = LuftauslaB. 


Zur Befreiung der Hefe von rest- 


lichen *SO,-Ionen werden die Hefezellen mehrmals mit einer 1-proz. MgSO,- 
Lésung (Liésung III der Tab. 1) und schlieBlich mit aqua dest. nachgewaschen. 

Auf dem beschriebenen Wege kénnen ohne weiteres 25 mg Trocken- 
hefe mit 50 mC *S markiert werden. Dabei ist allerdings zu beachten, 
daB die verwandten **8-Praparate die gréBtmégliche spezifische Aktivi- 
tit haben. Aus der *S-markierten Hefe kann *S-Methionin und *S8- 
Cystin abgetrennt werden (s. weiter unten). 


Tab. 1. Bestandteile der Nahrlésung. 





Loésung I Lésung IT 


Lésung IIT 





1 g Glucose 10 g NH,H,PO, 1 g MgSO, 

10 g NH,Cl 
2g KCl 
0,05 g CaCl, 
0,05 g MgCl, 

ad 100 mi aqua dest. | ad 100 m/ aqua dest. | ad 100 mi aqua dest. 
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Tab. 2. Ubersicht zur Ziichtung von *S-markierter Hefe bei py 5—7 und 28°, 




















Nahrlésung Dauer 
100 ml Lésg.I nach Tab. 1 
1. Ziichtung 2 ml Lésg. II nach Tab. 1 5—7 Stdn. 
1 ml Lésg. IIT nach Tab. 1 
is 100 mi Lésg.I nach Tab. 1 5—7 Stdn. 
2. Ziichtung 2 ml Lésg. II nach Tab. 1 
100 ml Lésg.I nach Tab. 1 4—6 Stdn. bzw. 
3. Ziichtung 2 mi Lésg. II nach Tab. 1 bis zum 99-proz. 
+ anorg. *S (tragerfrei) Einbau des anorg. *S 


Darstellung von *S-markiertem Methionin 


Die *S-markierte Hefe wird mit 5-n.HCl 24 Stdn. in einem zugeschmolzenen 
Glasrohr bei 100° hydrolysiert. AnschlieBend wird das Hydrolysat durch Vakuum- 
destillation zur Trockne eingeengt und der Riickstand mit 4 ml aqua dest. auf- 
genommen. Nach Aufsetzen dieser Lisung auf zwei etwa 13cm breite Filter. 
papierstreifen (Schleicher & Schiill 2043b) werden die Chromatogramme abstei- 
gend mit sek. Butanol-Ameisensiure(85-proz.)-Wasser im Verhaltnis 75:15:10 
unter Stickstoff entwickelt. Nach etwa 24 stdg. Entwicklung werden die Chroma- 
togramme getrocknet. 

Zur Lokalisation der *S-Methionin-Bande wird das Papierchromatogramm 
in Kontakt mit einem Réntgenfilm gebracht. Bei einer Ausgangsmenge von 5 mC 
%58-Hefe geniigt eine Belichtungszeit von etwa 1 Minute. Auf dem entwickelten 
Réntgenfilm ist die *S-Methionin-Bande als gut isoliert liegender schwarzer Streifen 
mit einem Rr-Wert von rund 0,4 leicht zu identifizieren. 

Nach Herausschneiden des *S-Methionin enthaltenden Papierstreifens wird 
an eine seiner Schmalseiten ein Streifen Filterpapier angeheftet und die andere 
Schmalseite zugespitzt. Der angeheftete Papierstreifen wird in ein kleines GefaB 
mit Wasser oder physiologischer Kochsalzlésung getaucht, worauf das markierte 
Methionin absteigend unter Stickstoff eluiert wird. Nachdem etwa 2 ml abgetropft 
sind, ist das *S-Methionin praktisch vollstandig eluiert. 

Das so gewonnene *S-Methionin-Praparat enthalt etwa 100 y L-Me- 
thionin, markiert mit 30—40% der eingesetzten *S-Aktivitaét. Die Be- 
stimmung des L-Methionins erfolgte mikrobiologisch mit dem Bakterien- 
stamm IG Au*, der nur L-Methionin zu seinem Wachstum verwendet. 
Die Menge des erhaltenen t-Methionins entspricht dem zu erwar- 
tenden Methionin-Gehalt der vorgelegten Hefemenge. Es kénnen also 
ohne weiteres spezifische Aktivititen von etwa 100mC *S pro 1 mg 
Methionin erreicht werden. Derartig hohe spezifische Aktivitaéten koénnen 
auf rein chemischem Wege nur unter Einsatz von um mehrere Zehner- 
potenzen grdBeren *58-Priparaten bei entsprechend gréBeren Kosten 
hergestellt werden. 

Da durch den Sauerstoff der Luft Methionin zu Methioninsulfoxyd 
oxydiert wird, muB die Abtrennung des *S-Methionins aus der mar- 
kierten Hefe ohne jeden Zeitverlust erfolgen. Aus dem gleichen Grunde 


* Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise 
von Frl. Dr. rer. nat. E. Quincke durchgefiihrt. 
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werden Chromatographie, Elution und Trocknen der Streifen in Stick- 
stoff-Atmosphare oder in evakuierten Kasten durchgefihrt. 

— Abb. 2a gibt die Verteilung der *S-Aktivitaét auf dem Papier- 
chromatogramm eines Hydrolysates von *S-markierter Hefe wieder. 
Das **S-Maximum iiber der Aufsatzstelle enthalt **S-Cystin, **SO,-Ionen 
und %§-Huminsauren. Das *S-Maximum bei 13,5 cm entspricht dem 
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eeniii (Elektrophoresebedingungen : } 
5 mC Schleicher & Schiill-Papier 5 10 15 20 
elten 2043 b, 110 V/25 ccm, Dole- 100 an 
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aa markierten Methionin. In besonderen Versuchen wurde das *S-Meth- 
4 ionin-Eluat nach Zugabe von endlichen Mengen inaktiven Methionins 
war- . : . . * : 
si papierchromatographisch und papierelektrophoretisch auf seine radio- 
a aktive Reinheit hin untersucht. In beiden Fallen stimmt die Lage des 
oe mit Ninhydrin angefairbten Methionin-Flecks mit derjenigen des *°S-Maxi- 
sale mums tiberein, wie Abb. 2b fiir eine Elektrophorese zeigt. Das Praparat 
: enthalt also keine weiteren *5S-markierten Substanzen. Bei schlechter 
sten as . : ‘ 
Trennung des Chromatogramms kénnen noch Spuren inaktiver im Chro- 
- matogramm benachbarter Aminoséuren vorhanden sein. 
nar- 
nde Darstellung von *8-Cystin 
a Die Isolierung von **S-Cystin aus markierter Hefe unterscheidet 
Veise sich von derjenigen des **S-Methionins nur durch eine notwendige Vor- 
behandlung der markierten Hefe vor der Hydrolyse, die Bedingungen 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 301 14 
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der Hydrolyse sowie durch die chromatographische Trennung des 


Hydrolysates. 

Nach Williams und Dawson? kénnen die bei der Hydrolyse von Hefe auf- 
tretenden Cystin-Verluste durch vorherige Entfernung der Nucleinséuren und der 
Lipoide herabgesetzt werden. Die markierte Hefe wird zunachst 15 Min. mit heifer 
5-proz. Trichloressigsiure bei 90° behandelt und mit kalter 5-proz. Trichloressig. 
siure nachgewaschen. AnschlieBend werden die Lipoide mit 95-proz. Athanol 
+ 5% Tetrachlorkohlenstoff iiber 15 Min. bei 90° extrahiert. Danach wird mit 
der gleichen Lésung bei Zimmertemperatur nachgewaschen. 

Die so vorbehandelte Hefe wird mit 5-n.HCl am RiickfluBkihler im Wasser. 
bad bei 100° 5—6 Stdn. hydrolysiert. Bei langerer Hydrolysedauer findet nach 
Williams und Dawson? Racemisierung des Cystins statt. 

Nach Einengung des Hydrolysates durch Vakuumdestillation bis zur Trockene 
und Aufnehmen des Riickstandes in 4 m/ aqua dest. wird das Hydrolysat auf zwei 
etwa 13 cm breite Filterpapierstreifen aufgetragen. Das Chromatogramm wird mit 
sek. Butanol-Ameisensaure (85-proz.) im Verhaltnis 5:4 entwickelt, wobei Cystin 
mit einem Rr-Wert von 0,15 wandert. Zwecks guter Isolierung des *S-Cystins von 
anderen markierten Substanzen 148t man das Chromatogramm 3 Tage durchlaufen. 
Das angegebene Lésungsmittel hat gegeniiber den gut trennenden phenolhaltigen 
Lésungsmitteln den Vorzug, daB seine Bestandteile leicht verdampfbar sind und 
dadurch leichter von dem herzustellenden *S-Cystin zu trennen sind. Das ist 
insbesondere bei biologischen Untersuchungen von Bedeutung. 

Die Lokalisation der *S-Cystin-Bande erfolgt wie oben mit einem Rontgen- 
film. Nach Herausschneiden des entsprechenden Papierstreifens wird mit Wasser 
oder physiolog. Kochsalzlésung — genau wie bei *S-Methionin angegeben — 
eluiert. Bei der Gewinnung von *S-Cystin ist es nicht notwendig, unter Stickstoff 
zu arbeiten. 

Das so gewonnene *S-Cystin-Praparat enthalt rund 200 y Cystin, 
markiert mit etwa 20% der eingesetzten **S-Aktivitat; es besteht bei den 
angegebenen Hydrolysebedingungen im wesentlichen aus L-Cystin. 

Abb. 3a gibt die *S-Aktivitatsverteilung iiber dem Papierchromato- 
gramm eines Hefehydrolysates bei einer kurzzeitigen Entwicklung von 
etwa 12 Stdn. wieder. Das starke *°S-Maximum in der Nihe der Aufsatz- 
stelle entspricht dem *S-Cystin. Das groBe *S-Methioninsulfoxyd- 
Maximum erklart sich aus dem Fortfall der Stickstoff-Atmosphiare bei 


der Aufarbeitung. 

Das *8-Cystin wurde nach Zusatz von endlichen Mengen inaktiven 
Cystins papierchromatographisch auf seine radioaktive Reinheit hin 
untersucht. Die Lage des mit Ninhydrin angefarbten Cystinflecks 
stimmte mit derjenigen des *S-Maximums iiberein, wie Abb. 3 b fiir 
eine papierchromatographische Trennung zeigt. Papierelektrophoretisch 
wurde das Eluat als Cysteinsiiure auf seine radioaktive Reinheit hin 
untersucht. Da sich Cystin bei der Papierelektrophorese bekanntlich 
zersetzt, wurde das gewonnene *S-Cystin nach Zugabe von 50 mg 
inaktiven Cystins mit Brom zu Cysteinsiiure oxydiert und diese mit 
Athanol und nach Lésen des Niederschlages mit Aceton gefallt. Bei der 
nachfolgenden Papierelektrophorese (110 Volt/20 cm, 3 Stdn., Schleicher 
& Schill-Papier 2043 b, Puffer: Pyridin-Eisessig-aqua dest. 3: 10: 237) 


2 R. B. Williams u. R. M. C. Dawson, Biochem. J. 52, 314 [1952]; ebenda 
50, XXI [1952]. 
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Darstellung von *S-Methionin und *S8-Cystin 
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Abb. 3. a) Verteilung der *S-Aktivitét des Hefehydrolysates iiber einem Papier- 
mg chromatogramm, Entwicklungsdauer 12 Stdn., b) *S-Aktivitaétsverteilung des 
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Das so hergestellte **S-Cystin enthalt keine weiteren **S-haltigen 
Substanzen, bei schlechter Trennung aber Saéuren von inaktiven, mit 
einem ahnlichen Ry-Wert wandernden Aminosiuren. Diese méglichen 
inaktiven Verunreinigungen sind bei biologischen Untersuchungen nach 
der Indikatormethode aber ohne Bedeutung. 

Die Arbeit wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Verfahren zur Herstellung von *°S-markiertem Methionin 
und -Cystin aus kauflichem trigerfreiem *°S-Sulfat durch eine Bio. 
synthese mit Torula utilis beschrieben. Die von dieser Hefe gebildeten 
358-markierten Thioaminosiuren werden nach Hydrolyse des Hefe. 
eiweiBes papierchromatographisch isoliert. 

Auf dem angegebenen Wege koénnen radioaktiv reine *5S-Me. 
thionin- bzw. *8-Cystin-Priparate von etwa 100mC *§ pro 1 mg 
Thioaminoséure mit einer Ausbeute von 40 bzw. 20% der eingesetzten 
358-Aktivitaét hergestellt werden. 

Das Verfahren hat vor allem im Zusammenhang mit biologischen 
Arbeiten den Vorzug groBer Wirtschaftlichkeit. 


Summary 


A method is described for the preparation of *°S-labelled methionine 
and cystine from commercial, carrier-free **S sulphate by means of a 
biosynthesis with T'orula utilis. The *°S-labelled thioamino acids formed 
from this yeast are isolated by paper chromatography after hydrolysis 


of the yeast protein. 
It is possible by means of the method described to produce radio- 


active, pure *S-methionine and *S-cystine preparations with approx- 
imately 100 mC *S per mgm of thioamino acid and containing 40 and 
20% respectively of the *S activity employed. 

The method has the advantage of economy in materials which is of 
particular importance in biological work. 
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Uber die im sauren Gebiet wirksamen wandstandigen 
Proteasen des mittleren und des unteren Darmkanals 
des Menschen 


Von 


S. Buchs 
Aus der Universitatskinderklinik Basel, ehem. Vorst.: Prof. Dr. E. Freudenberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1955) 


Das Kathepsin der Magen-Schleimhaut ist im Jahre 1929 von 
Willstaétter und Bamann! aufgefunden worden. 1939 haben wir es 
auch im Magen-Saft nachgewiesen? und, darauf basierend, eine neue 
Theorie der EiweiBverdauung im Magen begriindet*. Diese ist klinisch 
von Merten und Mitarb.‘ bestiatigt worden. 1945 hat Freudenberg*® 
die Aufmerksamkeit auf das Kathepsin des Duodenal-Saftes gelenkt, 
mit dem vor ihm schon Pawlow und Parastschuk’ sowie Pono- 
marew ® gearbeitet hatten. Griitzner® und Glassner’ sowie Linder- 
strom-Lang und Holter! haben das gleiche Enzym auch in der 
Schleimhaut des Duodenums beschrieben und seine Aktivitét in den 
verschiedenen Schleimhaut-Regionen bestimmt; sie glaubten, gleich 
den russischen Autoren, reines Pepsin vor sich zu haben. Bei der kiirz- 
lich beschriebenen Untersuchung der Beziehungen zwischen diesem 
»Pepsin“‘ und dem Kathepsin aus Duodenalsaft, Schleimhaut des oberen 
Duodenums, Antrum Pylori, Magenfundus und Magensekret?? sind wir 
zu dem SchluB gelangt, daB an all diesen erwahnten Orten beide Prote- 
asen vorkommen. Ihre Menge bzw. ihre Aktivitaét vermindert sich aber 
caudalwarts fortschreitend. Ferner liegt ihr Temperaturoptimum der 
Verdauung um so tiefer, je weiter abwarts im Magendarmkanal die 
Proteasen extrahiert werden, da die langdauernde Erhitzung die schwach 
wirksamen Enzyme mehr schadigt als die Proteolyse aktiviert, und 
schlieBlich nimmt die Alkaliresistenz caudalwarts progressiv zu. Diese 


1 R. Willstatter u. E. Bamann, diese Z. 180, 127 [1929]. 
2 §. Buchs, Dissertat. Med. Basel, 1940. 
3 §. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins, Karger, Basel und New York, 
1947. 
4 R. Merten, u. H. Ratzer, Klin. Wschr. 27, 587 [1949]. 
5 EK. Freudenberg, Schweiz. med. Wschr. 1945, 735. 
6 E. Freudenberg, Ann. paediatrici [Basel] 166, 77 [1946]. 
7 J. P. Pawlow u. 8S. Parastschuk, diese Z. 42, 415 [1904]. 
8 Ponomarew, Biochem. Zbl. 1, 351 [1901]. 
® P. Griitzner, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 12, 285 [1876]. 
10 K. Glassner, Hofmeisters Beitr. 1, 105 [1902]. 
1 K. Linderstrom-Lang u. H. Holter, diese Z. 226, 177 [1934]. 
12 §. Buchs, diese Z. 296, 129 [1954]. 
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Eigenschaft haben wir als Anpassungserscheinung an die abnehmende 
Aciditaét des Lumens gedeutet. 

Alle oben genannten Autoren, die sich mit den Proteasen des oberen 
Duodenums befaBt haben, sind sich darin einig, daB diese in den Brunner. 
schen Driisen produziert werden. Tatsichlich nehmen auch die Histo. 
logen!® enge verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den Brunner. 
schen Driisen und den Pylorushauptzellen an (welche Magenprotease 
sezernieren) und sehen in jenen eine direkte Fortsetzung der letzteren 
in den Darm. Beim Menschen reichen die Brunnerschen Driisen aber 
nicht weiter abwiarts als bis zur Papilla Vateri. Trotzdem haben wir 
auch mit Extrakten aus den mehr distal gelegenen Teilen (Unteres Duo. 
denum, Jejunum, [leum und Colon) deutliche Umsitze mit Edestin er. 
zielt (s. u.). Es findet sich somit in der Schleimhaut des ganzen Magen. 
darmkanals des Menschen eine Protease, die im stark und im schwicher 
sauren Gebiet wirksam ist, wie gleich naiher ausgefiihrt werden soll. Auf 
diese interessante Tatsache ist in der Literatur bisher kaum eingegangen 
worden, und es erhebt sich sofort die Frage, ob diese Proteasen etwas 
ganz spezifisches fiir den Darmkanal sind, ob sie die Fortsetzung von 
Kathepsin und vor allem von Pepsin in den Darmkanal hinein dar- 
stellen, oder ob sie den Organkathepsinen aus Leber, Milz usw. niaher 
verwandt, sind als der zweiteiligen Magenprotease. Wir werden im fol- 
genden unsere Kurven vorlaufig kursorisch und ohne Kommentar demon- 
strieren und*der Herkunft, der Verwandtschaft und der Bedeutung der 
Proteasen der Darmwand a. a. O. eine spezielle Ubersicht widmen". 


1. Unteres Duodenum 


Abb. 1 zeigt die.zwei- bis dreigipfligen und bereits als typisch be- 
kannten pq-Aktivitaétskurven eines salzsauren und eines essigsauren Ex- 
traktes des unteren Duodenums. Fiir genauere Einzelheiten der Methodik, 
wie Extraktionsart, Messung der Proteolyse usw. sei auf friihere Ar- 
beiten® 12 15.16 yerwiesen. Ausnahmsweise haben diese Extrakte so gut 
gewirkt, daB die Verdauung schon nach 4 Stdn. abgebrochen werden 
konnte. In Abb. 2—4 sind die Aktivierungen durch Erhitzen, durch H,§ 
(wobei das Edestin ausnahmsweise in Weinséure gelést wurde) und 
durch HCN sowie die Abkiirzung der Kurve mit Uranylacetat darge- 
stellt. Das Temperaturoptimum der Verdauung liegt fiir py 3,2 wie im 
oberen Duodenum bei etwa 60°, fiir py 1,8 bei 46° (Abb. 5). Ware fiir die 
Aufnahme dieser Kurve ein schlechterer Extrakt beniitzt worden, der 
stundenlang hatte bebriitet werden miissen, so wire das Temperatur- 
optimum fiir Pepsin und vor allem fiir Kathepsin sicherlich einige Grade 


13 J. Sobotta, Histologie und Mikroskop. Anatomie, J. F. Lehmann, Miin- 
chen 1929; K. Linderstrom-Lang, H. Holter u. A.Soeborg Ohlsen, diese 
Z. 227, 1 [1934]. 

14 §. Buchs, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere, im Druck. 

15 §. Buchs, Enzymologia [Amsterdam] 16, 193 [1953]. 

16 §. Buchs, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 6, 245 [1954]. 
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Abb?) Abb. 1. pu-Aktivitétskurven aus dem 
unteren Duodenum des Menschen. 
Ansatz: 0,5ccm Extrakt,5 com Edestin 5/59. 

Dauer der Bebriitung: 4Stdn. bei 40°, 

SHE Ae ERP —— _ o-oo Salzsiure-Extrakt, extr. bei px 2,7, 
i eee Essigsiure-Extrakt, extr. bei px 3,8. 

Abb. 2. pH-Aktivitatskurven aus dem 
unteren Duodenum des Menschen. 

24 Ansatz 0,5 ccm Extrakt, 5 ccm Edestin. 

Stdn.—— Dauer der Bebriitung: 8 Stdn., 

Soeiae bei 40°, o—o—o bei 58° 

Abb. 3. pH-Aktivitatskurven aus dem unteren Duodenum des Menschen. 
Ansatz: 0,5 cem Extrakt, 5 cem Edestin, 40°, 6 Stdn.; 

o—o—o Kd. in HCl-Glykokoll, _i------- Edestin in Weinsaure, 
x—x— Edestin in Weinsaure, die mit Schwefelwasserstoff gesattigt war. 
Abb. 4. pxH-Aktivitatskurven aus dem unteren Duodenum des Menschen. 

Ansatz wie in Abb. 2. o—o-o genuin, x—x— mit je 25 mg Kaliumcyanid 
im Ansatz, ---+--+ mit je 2mg Uranylacetat im Ansatz. 


Abb. 5. Temperaturaktivitaitskurven der Verdauung aus dem unteren 
Duodenum des Menschen. Ansatz: 0,5 ccm Extrakt, 5 ccm Edestin, 1% Stdn. 
o—o—o bei po 3,2, ~—= + --+--s bei px 1,8. 

Abb. 6. pH- und Temperaturresistenzkurve eines Extraktes aus dem 
unteren Duodenum. 
Procedere: Nach Abstumpfen mit Calciumcarbonat wurde der Extrakt in mehrere 
Fraktionen unterteilt, diese mit Salzsiure auf die py-Stufen der Abszisse gebracht 
und 15 Min. bei 60° erwairmt. Priifung der Proteolyse nach Abkiihlung bei px 3,1. 


Abb. 7. Alkaliresistenz des unteren Duodenums. 
Procedere: Der Extrakt wurde mit Natriumhydrogencarbonat alkalisiert, nach den 
auf der Abszisse angegebenen Zeiten mit 2-n. HCl wieder angesauert, mit Calcium- 
carbonat abgestumpft und so zur Proteolyse benutzt. 
o—o—o Priifung der Proteolyse bei py 3,1 
a-tere Priifung der Proteolyse bei py 1,8. 
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tiefer gefunden worden, da die langdauernde Erhitzung das schwach 
wirksame Ferment mehr schadigt als aktiviert. Die Resistenzkurve ge. 
gen Erwarmen ist mit der bereits fiir Magen und oberes Duodenum ge. 
schilderten!? identisch: das Maximum der Stabilitat findet sich bei pg 
3,5, das Minimum im stark sauren und im fast neutralen Gebiet (Abb.6), 
SchlieBlich ist die Alkaliresistenz ganz enorm gesteigert, indem sogar 
nach 24-stdg. Aufbewahren bei lackmus-alkalischer Reaktion ein Wir. 
kungsverlust von nur 50% fiir Pepsin und Kathepsin eintritt (Abb. 7), 
Zum Vergleich sei angefiihrt, daB die Aktivitat der Proteasen des Magen. 
saftes schon 10 Min. nach der Alkalisierung auf etwa 1/,, gesunken ist!®, 


2. Jejunum 


Je weiter entfernt vom Magen extrahiert wird, desto geringer 
werden die Umsitze, d.h. desto kleinere Fermentmengen sind wahr. 
scheinlich in der Schleimhaut vorhanden. Die Ansitze des Jejunums 
muBten deshalb manchmal bis zu 60 und 120 Stdn. im Brutschrank be- 
lassen werden. Abb. 8 zeigt die px-Aktivititskurven eines salzsauren 
und eines Glycerinextraktes vom Jejunum. Die Form der Kurven schlieBt 
sich derjenigen aus dem oberen Magendarmkanal ohne Schwierigkeiten, 
fast monoton an. Die Anwesenheit von Pepsin im Diinndarm zieht die 
Aufmerksamkeit mehr auf sich als diejenige des ubiquitaéten Kathepsins. 

Die folgenden Kurven der Abb. 9 zeigen die iiblichen Aktivierungen 
mit H,S und HCN. Interessant ist der Vergleich der beiden Proteolyse- 
kurven bei 55° und bei 60° (Abb. 10): wahrenddem die Verdauung 
bei 60° bedeutend niedriger ausfallt als bei 40°, ist die bei 55° angesetzte 
im Kathepsinanteil erheblich héher. Die 48-stdg. Verdauung bei 60° 
zerstort so viel von dem Ferment, daf es nur noch geringe Umsatze er- 
zielt, 55° hingegen sind weniger schadlich und lassen seine Aktivierbar- 
keit durch Erhitzen noch deutlich hervortreten. 

Aus Abb. 11 erkennt man die verschiedenen Richtungen, welche 
die Umsitze bei px 1,8 und 3,2 bei hGheren Temperaturen einschlagen: 
bei der hier ausnehmend kurzen Verdauung wurde das Temperatur- 
optimum fiir px 3,1 bei 59° gefunden. Bei einer linger waihrenden Spal- 
tung wiirde es wohl tiefer zu liegen kommen. 


Stabilitat 


Zehn Minuten dauernde Erhitzung des Extraktes allein auf 60° 
schadigt das Ferment im stark sauren Gebiet bedeutend mehr als im 
schwach sauren (Abb. 12). Die erhéhte Resistenz in der schwach sauren 
Zone ist auf die Schutzwirkung mitextrahierten GewebseiweiBes zuriick- 
zufiihren, wie schon Kleinmann und Stern!’ gezeigt hatten. Die Resi- 
stenz gegen Alkali ist ebenso ausgesprochen wie im unteren Duodenum 
oder vielleicht eher noch etwas stirker (Abb. 13). Langdauernde Alka- 
lisierung der Extrakte zerst6rt nur 50% der Fermentwirkung. 


17H. Kleinmann u. K. G. Stern, Biochem. Z. 222, 31, 84 [1930]. 
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Abb. 8. px-Aktivitétskurven aus dem Jejunum des Menschen. 


Ansatz: 0,5 ccm Extrakt, 5 ccm Edestin 5°/,, 40°, 60 Stdn.; 
teeeene Salzsiure-Extrakt o—o—o Glycerinextrakt 


Abb. 9. po-Aktivitatskurven der Schleimhaut des Jejunums des Menschen. 


Ansatz: 0,5 ccm Extrakt, 5 com® Edestin, 40°, 48 Stdn.; 
+--e---genuin, x—x—x mit je 25mg Kaliumcyanid im Ansatz, 
o—o—o jeder Ansatz mit Schwefelwasserstoff gesattigt. 


Abb. 10. pu-Aktivitétskurven der Schleimhaut des Jejunums des Menschen. 
Dauer der Bebriitung: 48 Stdn.; 
o—o-—o bei 40°, «--+--- bei 55°, x—x—x— bei 60°. 
Abb. 11. Temperaturaktivitatskurven der Schleimhaut des Jejunums des Menschen. 
Dauer der Bebriitung: 4 Stdn.; 
o—o—o bei px 3,1, +--+--+ bei pu 1,8. 


Abb. 12. pH- und Temperaturresistenzkurve eines Extraktes aus dem Jejunum 
des Menschen; Procedere wie in Abb. 6. 


Abb. 13. Alkaliresistenz eines Schleimhautextraktes des Jejunums; 
Procedere wie in Abb. 7. 


3. Ileum 


Abb. 14 bendétigt keinen Kommentar. Die vorziigliche Proteolyse 
im Kathepsingebiet bei 60° ist sehr auffallig. Abb. 15 stellt die Resi- 
stenzkurve aus dem Jejunum richtig, indem sie das Optimum der Sta- 
bilitét zwar ebenfalls in die Gegend zwischen py 4 und 5 verlegt, weiter- 
hin aber aufzeigt, daB die Resistenz bei pu 5,5 wieder stark abnimmt. 
Stehen im alkalischen Milieu schadigt die Protease des Ileums nur wenig 
(Abb. 16). 
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4. Colon 


Die salzsauren und die Glycerinextrakte aus Colon ascendens und 
descendens gleichen sich sehr (Abb. 17). Die Anwesenheit eines Pepsins 
im Dickdarm, eines Fermentes, das man bisher nur in Magen und Duo. 
denum gekannt und fiir die Vorbereitung der Resorption des Nahrungs. 
eiweiBes in Anspruch genommen hatte, ist sehr bemerkenswert und 
wird einmal eine besondere Begriindung erfordern. In einigen Ausnahme.- 
fallen war der Pepsinumsatz nur angedeutet. Die Griinde fiir diese 
mangelhafte Pepsinwirkung sind uns jedoch nicht bekannt. 

Im Colon zeigen die Stabilitiitskurven gleich wie andernorts das 
bekannte Optimum der Resistenz bei px 4 (Abb. 19). Die Alkaliresi- 
stenz ist ausgezeichnet: nach 22-stdg. Stehen bei alkalischer Reaktion 
geht nur 1/, der Wirksamkeit des Extraktes verloren (Abb. 20). 

Nachdem wir die Umsatzkurven der Proteasen des Magendarm. 
kanals genuin sowie nach Einwirkung verschiedener Aktivatoren (H,S, 
HCN, erhohte Temperatur) eingehend gepriift hatten, untersuchten wir 
noch den Einflu8 eines echten Kathepsininhibitors auf zwei verschie- 
dene Punkte einiger ihrer py-Aktivititskurven und benutzten dazu 
Monojodessigsiure (MJE)*. Wir erwarteten, bei po 3 und pH 2 zwei 
verschiedene Reaktionen anzutreffen, wurden darin aber getiiuscht. Die 
Hemmung ist bei beiden Aciditaten sehr stark (Tabelle). Diese 
Ergebnisse stehen in scheinbarem Widerspruch zu Barth!8, die keine 
Pepsmhemmung durch MJE gesehen hatte. Doch kénnen ihre und unsere 
Versuche nicht direkt miteinander verglichen werden, weil wir viel 
gréBere Giftdosen verwendet haben als sie. Barth hat mit MJE in 
m/100-Lésung keine und mit m/50- unregelmaéBige Hemmungen ge- 
funden. Die von uns mit m/150- Lésungen beobachteten Hemmungen 
waren schwach, die durch m/25- ausgelésten z. T. sehr stark (Molaritit 
stets auf den Gesamtansatz berechnet). So analysiert erginzen sich die 
beiden Untersuchungsreihen (s. auch 1. c.15). 

Als Folge der Hemmung der Proteolyse durch MJE bei px 3 und 2 
ist man genotigt, entweder die Wirkung des Kathepsins sich bis weit 
in die saure Zone ausdehnen zu lassen, oder aber die MJE auch als 
Pepsin-Inhibitor anzusprechen. Sei dem aber wie es wolle, wenn Pepsin 
und Kathepsin gleichmaéBig von HCN und H,S aktiviert!®?° und dazu 
beide noch von MJE gehemmt werden, so verwischen sich die Grenzen 
zwischen Pepsin und Kathepsin immer mehr. Nachdem schon unsere 
Bemiihungen und auch diejenigen anderer Forscher zur Trennung von 
Pepsin und Kathepsin in Magensaft versagt hatten*!?223, nehmen die 


* Die sogen. Aktivierung der Milchverdauung in einer friiheren Arbeit? bei 
pu 4,7 muB auf einer py-Verschiebung beruht haben. 

18 Fr. Barth, Biochem. Z. 270, 63 [1934]. 

19 Q. Wiss, Helv. chim. Acta 29 237 [1946]. 

20 Z. Ramer, diese Z. 296, 73 [1954]. 

21 G. Milhaud u. J. Epiney, Gastroenterologia [Basel] 77, 193 [1951]. 

22 G. Milhaud u. R. O. Prud’homme, Ann. Inst. Pasteur 76, 333 [1949]. 

23 G. Milhaud u. P. Lépine, ibid. 76, 335 [1949]; teilweise auch bei R. 
Merten, G.Schramm, W. Grassmann u. K. Hannig, diese Z. 289, 12 [1952]. 
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Ein Abb. 14. pH-Aktivitatskurven aus der Schleimhaut des Jleums des Menschen. 
Ansatz: 0,5 cem Extrakt, 5 ccm Edestin, 48 Stdn.; 
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; he mee Se. arene bei 60°. 
ritat Abb. 15. pH- und Temperaturresistenzkurven eines Extraktes der Schleimhaut 
: des Ileums. 

| die Procedere: Nach Abstumpfen mit Calciumcarbonat wurde der Extrakt in vier Por- 
tionen unterteilt und diese mit steigenden Mengen Salzsiure auf die in der Abb. 

nd 2 angegebenen py-Werte gebracht. Diese Portionen wurden wieder in verschiedene 

weit Fraktionen unterteilt und wahrend 15 Min. bei den Temperaturen der Abszisse er- 

ale hitzt. Priifung der Proteolyse nach Abkiihlen bei px 3,1. 

psin Abb. 16. Alkaliresistenz der Ileumschleimhaut des Menschen; 

-_ Procedere wie in Abb. 7. Priifung der Proteolyse bei px 3,1. 

zen Abb. 17. pH-Aktivitatskurven von Schleimhautextrakten des Menschen. 
o—o—o Colon ascendens,' ------- Colon descendens, x—x— Colon ascendens 

— (Glycerinextrakt). 

von Ansatz: 0,5 ccm Extrakt, 5cem Edestin 5°/,,, 40°, 36 Stdn. 

die 


Abb. 18. po-Aktivitatskurven von Salzsiure-Extrakten aus Jejunum, 
hat (o—o—o) und Colon descendens (------- ) eines Mannes mit Lungenembolie nach 
Resektion des Duodenums wegen Ulcus Duodeni. 
Ansatze: 0,5 ccm Extrakt, 5 ccm Edestin, 40°, Jejunum: 110 Stdn., 
Colon: 60 Stunden. 


Abb.19. pH- und Temperatur-Resistenzkurve der Schleimhaut des Colon ascendens; 
Procedere wie in Abb. 6. 


Abb. 20. Alkaliresistenz des Colon ascendens; Procedere wie in Abb. 7. 
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Der EinfluB von Monojodessigsaiure auf die Proteolyse 
von Edestin bei pu 3 und py 2. 




















| PH Umsatz in %% pH Umsatz in %, 
1. Pepsin Siegfried _ _ _ - 
Kontrolle 351 78 2,0 71 
+ n/10-MJE 3,1 78 2,0 71 
+ n/1-MJE 2,9 73 1,9 69 
2. Oberes Duodenum 
(HCI1-Extr.) _ ~ _ = 
Kontrolle 3,3 57 2,0 49 
+ n/10-MJE 3,3 57 2,0 49 
+ n/1-MJE 2,9 47 1,9 44 
3. Jejunum -- -- a — 
(HCI1-Extr.) 
Kontrolle 33 72 2,0 57 
+ n/10-MJE 3,2 60 f 2,0 55 
+ n/1-MJE 2,9 38 2,0 37 


Konzentration der MJE 7/10 im Gesamtansatz: n/150 
Konzentration der MJE n/1 im Gesamtansatz: n/25. 


Merkmale, die den beiden Fermenten gemeinsam sind, bestandig zu. So 
haufen sich die Indizien weiter, die uns veranlassen, Pepsin und Kathep- 
sin als zwei verschiedene Manifestationen desselben Grundkérpers an- 
zusehen® *4 (Abb. 21). 











Pepsin Parachymosin 
A — —_—_—_ 
3 
l J ] J J 
I I 
pH O 2 5 7 
Kathepsin 


Abb. 21. Der Aufbau der Protease des Magendarmkanals, 


Das Wichtigste zusammengefabt, ergibt sich die Anwesenheit 
derselben Proteaseinder Wand des ganzen Magendarmkanals, 
vom Fundus ventriculi bis zum Colon descendens: sie verfiigt 
iiber ein erstes Spaltungsoptimum im stark sauren Gebiet und iiber ein 
zweites im schwacher sauren. Das Temperaturoptimum der Verdauung 
durch sie liegt fiir dieses hoher als fiir jenes. Beide lassen sich mit Blau- 
siure und Thiolsystemen aktivieren, mit Monojodessigsiure hemmen 
und sind gegen schadigende Einfliisse bei py 4 am wenigsten empfind- 
lich. Die Alkaliresistenz nimmt vom Magenfundus gegen das Colon kon- 
tinuierlich zu, was als Anpassungserscheinung an die Reaktion des In- 
halts der betreffenden Abschnitte betrachtet wird. 


*4 §. Buchs, Enzymologia [Amsterdam] 13, 208 [1949]. 
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Nachdem wir einerseits die Fermente in Magen und Darm vor- 
laufig fiir identisch und die beschriebenen Abweichungen voneinander 
als durch das Begleiteiwei8 bedingt ansehen, andererseits schon die 
weniger komplexe Magenprotease nicht in ihre beiden Komponenten zer- 
legen konnten, haben wir auf eine solche Trennung in den Darmex- 
trakten von vorneherein verzichtet. Solange dies im relativ reinen Magen- 
saft nicht, oder Merten und Mitarb.”2 nur teilweise und unter 
groBten Schwierigkeiten gegliickt ist, erscheint ein Versuch an von 
FremdeiweiB strotzenden Darmextrakten erst recht aussichtslos. Trotz- 
dem kann kein Zweifel dariiber bestehen, daB auch in der Darmprotease 
die eine Komponente ein Pepsin ist und die andere ein Kathepsin. 


Zusammenfassung 


px-Aktivitaétskurven von Schleimhautextrakten aus unterem Duo- 
denum, Jejunum und Ileum (Diinndarm) und verschiedenen Teilen des 
Colon (Dickdarm) vom Menschen ergeben die Anwesenheit von Pepsin 
und Kathepsin im ganzen Darmkanal. Damit bestehen hier qualitativ 
die gleichen Verhiltnisse wie in Magen und oberem Duodenum. Die 
schon friiher fiir diese beiden Organe gefundene GesetzmaBigkeit, wo- 
nach das Temperaturoptimum der Verdauung caudalwarts ab- und die 
Alkaliresistenz der genannten Enzyme zunimmt, wird auch fir die un- 
teren Teile des Darmkanals bestatigt. Quantitativ verringert sich die 
Aktivitat der Proteasen caudalwiarts progressiv. Das Vorkommen von 
Pepsin im Diinn- und Dickdarm wird besonders hervorgehoben. Pepsin 
und Kathepsin aus allen Regionen des gesamten Magen-Darmkanals 
werden durch Blausiure und Thiolsysteme aktiviert und durch Mono- 
jodessigsiure gehemmt, was als ein weiterer Beweis fiir die Einheit- 
lichkeit dieser Proteasen angesehen wird. 


Summary 


pu-Activity curves of mucosa extracts from the lower duodenum, 
jejunum and ileum (small intestine) and various parts of the colon (large 
intestine) of human beings indicate the presence of pepsin and cathepsin 
in the whole intestinal tract. The same qualitative relationships exist 
hereas in the stomach and upper duodenum. The interrelationship, pre- 
viously found for these two organs, is also confirmed for the lower parts 
of the intestinal tract. According to this the temperature optimum for di- 
gestion decreases, and the resistance to alkalis of the enzymes mentioned 
increases in the direction of the base of the organ. The activity of the 
proteases decreases progressively in the direction of the base of the 
organ. The occurrence of pepsin in the large and small intestine is espe- 
cially emphasized. Pepsin and cathepsin from all parts of the whole sto- 
mach and intestinal tract are activated by hydrocyanic acid and thiol 
systems and inhibited by monoiodoacetic acid which fact can be re- 
garded as further evidence for the uniformity of these proteases. 
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Weitere Beobachtungen 
zum Stoffwechsel der verfetteten Leber 
Von 
Horst Frunder, Herbert Dittrich, Lotar Lachhein und Iwan Miteff 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig, 
Direktor: Prof. Dr. med. et phil. E. Strack 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1955) 


In einer friiheren Arbeit! wurden die DPN/DPNH-Konzentrationen 
in vivo und in Gewebsschnitten nach verschiedenen Inkubationszeiten 
verglichen. In den Schnitten nahm ihre Konzentration so erheblich ab, 
daB sicher auch andere Stoffwechselreaktionen beeintluBt sind. 

Insbesondere war von Interesse, wie der Ablauf von Glykolyse und 
Citratcyclus in normalen und verfetteten Lebern durch das Schneiden 
und Homogenisieren des Gewebes verindert wird. Wir haben zunichst 
die Glykogen-, BTS-, MS- und KG-Konzentrationen* in vivo sowie in 
Schnitten und Homogenaten nach verschieden langen Inkubations- 
zeiten bestimmt und miteinander verglichen. Wir hoffen, so kliren zu 
k6énnen, wie weit die gefundenen Unterschiede zwischen normalen und 
verfetteten Lebern auch in vivo gelten. 


Ergebnisse 


I. Stationiére Glykogen-, BTS-, MS- und KG-Konzentra- 
tionen. Der Glykogengehalt der verfetteten Leber betragt nur 50 % des 
Normalwertes. Mit der hier zur Bestimmung verwendeten Methode nach 
Walaas und Walaas? sind in beiden Versuchsreihen die Werte etwa 
doppelt so hoch im Vergleich zu den friiheren*, die nach Simonovits! 
erhalten wurden. Die Abnahme des Glykogens in der verfetteten Leber 
kommt jedoch nach beiden Verfahren -deutlich zum Ausdruck. 

Andere Verhaltnisse findet man bei Bestimmung der stationaren 
BTS-Konzentrationen. Sie wurden in einer friiheren Mitteilung? mit 
einigen Modifikationen® nach der bisher ganz allgemein verwendeten 


1 H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 299, 39 [1955]. 

2 O. Walaasu. E. Walaas, J. biol. Chemistry 187, 769 [1950]. 

3H. Frunder u. W. Friedel, diese Z. 259, 77 [1953]; H. Frunder, diese 
Z. 297, 267 [1954]. 

4 §. Simonovits, Biochem. Z. 265, 437 [1933]. 

5 §. Markees, Experientia [Basel] 8, VII [1951]. 

* DPN = oxydiertes Diphosphopyridin-nucleotid; DPNH = red. Diphospho- 
pyridin-nucleotid; BTS = Brenztraubensiure; MS = Milchsiure; KG = «-Keto- 
glutarsaure. 
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colorimetrischen Methode von Friedemann-Haugen® bestimmt. In 
der letzten Zeit sind jedoch schwerwiegende Bedenken’ gegen die Spe- 
lifitit dieser Methode geéiuBert worden. Daher wurde BTS nochmals, 
ud zwar mit der spezifischeren optischen Methode getestet. Einmal 
findet man mit dieser Methode durchweg deutlich tiefere BTS-Werte 
as nach Friedemann-Haugen, zum anderen sind auch die Unter- 
schiede zwischen normaler und verfetteter Leber entgegengesetzter Art. 
Nach Friedemann-Haugen bestimmt, sind die BTS-Konzentrationen 
in der Fettleber eindeutig hoher als im normalen Gewebe (s. 1. c*), optisch 
getestet dagegen eindeutig geringer (s. Tab. 1). Offenbar laufen bei der 
Friedemann-Haugen-Methode andere Substanzen, mit deren Auf- 
klarung wir beschaftigt sind, unspezifisch mit und verfilschen die Er- 
gebnisse. Es findet damit auch der friher mitgeteilte® auffallende Be- 
fund seine Erklirung, daB nach Fasten im normalen Gewebe die BTS- 
Konzentration stark absinkt, im verfetteten Gewebe dagegen kaum. In 
der Fettleber ist der gr6éBte Teil der mit dieser Methode erfaBten Sub- 
stanzen nicht BTS. Weiter ergibt sich aus diesen neuen Ergebnissen eine 
Revision derjenigen Schliisse, die aus den friiheren unspezifischen BTS- 
Werten gezogen wurden (s. auch Besprechung der Versuchsergebnisse). 


Tab. 1. Stationére Konzentrationen von Glykogen, BTS, MS und KG in der nor- 

malen und verfetteten Mauseleber. Werte in ug/g Frischleber. BezugsgréBe gleicher 

Stickstoffgehalt (s. Versuchsbeschreibung S. 219). Mittelwerte + Standard- 
abweichung. Zahl der Versuche in ( ). 














Normalleber Fettleber 

Glykogen. ..... 39800 + 19500 (10) 19600 + 8200 (11) 
Brenztraubensadure 

Prap.-Dauer 10 sec 13,5 + 2,52 (12) 8,1 + 2,21 (10) 

Prip.-Dauer 20 sec 10,6 + 3,58 (7) 7,0+2,18 (11) 

Prap.-Dauer 40 sec 8,8 + 2,74 (6) 5,2 u. 5,7 (2) 
Milchséure 

Prap.-Dauer 10 sec 184 +54 (21) 251 + 76 (23) 

Prap.-Dauer 20 sec 171 (4) 222 (2) 

Prap.-Dauer 40 sec 445 (400—600) (7) 315 (270—360) (3) 
x-Ketoglutarséure 

Prap.-Dauer 10 sec 23,4 + 7,08 (38) 16,5 + 5,20 (37) 

Prap.-Dauer 20 sec 13,5 + 3,23 (21) 16,7 + 7,76 (20) 

Prip.-Dauer 40 sec 9,9+ 3,00 (16) 9,8 + 2,51 (6) 


Bei der Bestimmung stationérer Zwischenstoffkonzentrationen 
spielt die Zeit, die zwischen der Tétung des Tieres und dem Abstoppen 
fermentativer Reaktionen vergeht, eine groBe Rolle. Je kleiner diese 
Zeitdifferenz gehalten wird, um so besser entsprechen die gefundenen 
Werte den Verhiltnissen in vivo. Da sie jedoch niemals ganz ausge- 


6 T. E. Friedemann u. G.E. Haugen, J. biol. Chemistry 147, 415 [1943]. 
7 W. Lamprecht, Biochem. Z., im Druck [1955]. 
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schaltet werden kann, wurde ihr Einflu8 auf die stationéren BTS-, MS. 
und KG-Konzentrationen untersucht, um daraus evtl. durch Extra. 
polation den ,,wahren“ Wert zu ermitteln. 

Das Durchfrieren einer kleinen Mauseleber in fliissiger Luft oder einem Trok. 
keneis/Methanolgemisch dauert etwa 10—14 sec. Der Zeitgewinn ist also nicht sehr 

8. Da weiterhin durch das Einfrieren und Wiederauftauen zahlreiche, nur zum 
Teil bekannte Folgereaktionen ausgelist werden, wurde diese Methode nicht be. 
nutzt. Die Lebern wurden vielmehr sehr rasch und schonend prapariert und sofort 
mit dem EiweiBfallungsmittel homogenisiert. Bei einiger Ubung kann die Zeit. 
differenz zwischen Toten des Tieres und Homogenisieren der frei praparierten Leber 
maximal auf etwa 8—10 sec gehalten werden. 

Es wurden Zeitdifferenzen von 10, 20 und 40 sec gewahlt und genau 
eingehalten (Ergebnisse s. Tab. 1). 

Die BTS-Konzentrationen der normalen und verfetteten Leber 
nehmen mit zunehmendem Zeitabstand zwischen Tétung und Homo. 
genisieren stetig ab (vermutlich Milchsiuredehydrase-Wirkung). Tragt 
man die Konzentrationen gegen die Zeit auf, so kann man bei der BTS 


noch einigermaBen auf die Zeit 0 extrapolieren, was jedoch aus ver. 


schiedenen Griinden auch nicht einer gewissen Willkiir entbehrt. 

Viel schwieriger liegen jedoch die Verhialtnisse bei der KG. In der 
Normalleber fallen die Werte von 23,4 y/g nach 10 sec Praparierdauer 
auf 13,5 y nach 20 sec und rd. 10 y nach 40 sec. Bei der verfetteten Leber 
ist der 10 sec-Wert signifikant kleiner. Nach 20 und 40 sec finden sich 
jedoch keime Unterschiede mehr gegeniiber den Normalwerten. Offen- 
bar ist in den verfetteten Leberzellen die Geschwindigkeit der die KG 
umwandelnden Fermentreaktionen anders als bei der Normalleber. Zu- 
verlissige Anhaltspunkte iiber die ,,wahre‘‘ KG-Konzentration in 
vivo wird man daher erst dann erhalten kénnen, wenn einige der KG- 
Umwandlungsprodukte (in erster Linie wohl Glutaminsaiure und Bern- 
steinsiure) quantitativ in den gleichen zeitlichen Abstanden erfaft 
werden. Obwohl in der Fettleber die KG-Konzentration bei 10 sec Pra- 
parierdauer deutlich tiefer liegt als im normalen Gewebe, wird man aus 
o. a. Grinden mit SchluBfolgerungen aus diesem Befund zuriickhaltend 
sein. Einige der nachfolgend beschriebenen Schnittversuche sprechen 
dafiir, daB die KG-Konzentration der der BTS annahernd parallel geht. 
Da in der Fettleber die stationiren BTS-Werte.tiefer liegen, kann daraus 
auch ein erniedrigter KG-Spiegel abgeleitet werden. Dies ist natiirlich 
nur ein AnalogieschluB. 

Im MS-Spiegel findet sich kein signifikanter Unterschied zwischen 
normalem und verfettetem Lebergewebe. Hier sieht man weiter erst 
bei 40 sec Praparierdauer einen deutlichen Anstieg der MS gegeniiber 
den 10 sec-Werten. Er ist bei der verfetteten Leber nicht so ausgepragt. 
Wegen der nicht sehr groBen Spezifitat der MS-Bestimmungsmethode 
kann man jedoch geringen Differenzen keine Bedeutung beimessen. 


II. Glykogenkonzentration in normalen und verfetteten 
Leberschnitten. Wahrend der Warburg-Inkubation treten in 
Leberschnitten erhebliche Glykogenverluste ein (s. Tab. 2). 
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Tab. 2. Glykogenkonzentrationen in Schnitten normaler und verfetteter Miause- 
lebern nach Inkubation in K- und PO,-reicher Ringerlésung mit 200 mg% Glucose 
als Atmungssubstrat bei 40°. Angaben in mg/g Frischgewicht. BezugsgréBe gleicher 
N-Gehalt (s. Methodik). Zahl der Versuche in( ). Mittelwerte + Standardabweichung. 














15minInkub. |  60minInkub. | /\ 15—60min 
eS area 23,8 + 12,5 (10) 9,0 + 7,1 (10) 14,8 + 9,1 
verfettet . . ..| 10,2+ 5,9 (11) 2,0 + 1,9 (11) 8,2 + 5,3 





Bei Stoffwechseluntersuchungen wird im allgemeinen der Zeitraum 
gwischen 15 und 60 min Inkubation der Berechnung zugrunde gelegt. 
In dieser Zeit verlieren normale Leberschnitte rd. 90:~mol Glucose (aus 
Glykogen), Fettleberschnitte dagegen nur rd. 50 wmol. Infolge der be- 
kannten groBen Streuung der Glykogenwerte laBt sich dieser Unter- 
schied statistisch nicht sichern. Es ist aber auf jeden Fall aus den Er- 
gebnissen zu schlieBen, daB in verfetteten Schnitten sicher nicht mehr, 
sondern mdéglicherweise eher weniger Glykogen abgebaut wird als in 
normalen Schnitten. Nachfolgend wird gezeigt, daB nur ein kleiner Teil 


2 des verschwundenen Glykogens als MS erscheint, die Hauptmenge zu 


anderen Intermediarsubstanzen umgewandelt wird. Diese Befunde sind 
bedeutungsvoll fiir die Beurteilung der mit manometrischen Methoden 
gemessenen Glykolyseraten. 


III. Bildung von BTS, MS und KG durch normale und 
verfettete Leberschnitte. 

Durch Schneiden von Geweben tritt eine teilweise Schaidigung der 
Zellstruktur ein, wobei etwa 10% der in Schnitten von Grenzschnitt- 
dicke vorhandenen Zellen vollstandig ladiert sind (s. auch 1. c.8). Die be- 
sonderen Bedingungen des Schnittversuches gestatten, da stets ein be- 
stimmtes Aquivalent der anfallenden Intermediirsubstanzen durch 
Diffusion den Zellverband verlaBt. Sie reichern sich in der Suspensions- 
flissigkeit an, ohne hier in nennenswertem Umfang durch herausdiffun- 
dierende Fermente weiter umgewandelt zu werden. Im Homogenat da- 
gegen stehen die intermediar gebildeten Stoffe in sttindigem Kontakt mit 
simtlichen Zellfermenten. Die Méglichkeit einer weiteren Umwandlung 
ist hier also in starkerem MaBe gegeben. Dies erschwert einen Vergleich 
der Ergebnisse von Schnitt- und Homogenatversuchen und laBt beobach- 
tete Anderungen nicht allein auf die Zerstérung der Zellstruktur zu- 
rickfiihren. 

Bei den in Tab. 3 enthaltenen Angaben handelt es sich in der Haupt- 
sache nicht — wie bei den vorhergehend beschriebenen Versuchen — um 
stationire im Gewebe vorhandene Konzentrationen. Denn aus metho- 
dischen Griinden wurde in der Mehrzahl der Fille das Gewebe zusammen 
mit der Suspensionsflissigkeit analysiert. Die Werte bezeichnen 
also die im Versuchszeitraum gebildete Gesamtmenge als Resultante aus 
Anfall und weiterem Abbau. 


8 H. Aebi, Biochim. biophysica Acta 9, 443 [1952]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 301 
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Nur in einigen Fallen wurden die Schnitte vom Medium getrennt untersucht, 
Diese Werte haben jedoch nur orientierenden Charakter. Denn man kann nicht alle 
Schnitte mit der geniigenden Geschwindigkeit (20—30 sec) vom Medium trennen 
und sie bei der Bestimmung erfassen. Meist geht ein mehr oder weniger groBer 
Anteil der eingesetzten Schnitte bei der Trennung verloren. Aber alle Schnitte sind 
an der Abgabe der untersuchten Substanzen an das Medium beteiligt. Und die im 
Medium vorhandene Konzentration (abhingig von Gewicht der eingesetzten 
Schnitte und Menge der Suspensionsfliissigkeit) beeinfluBt die der Schnitte (s. Tab. 3 
unten). 


Tab. 3. Konzentration und Bildung von BTS, MS und KG durch Schnitte normaler 
und verfetteter Mauselebern nach 15 und 60 min Inkubation bei 40° mit 200 mg% 
Glucose oder 0,01-m. BTS-Na als Atmungssubstrat. Angaben in ug/g Frischgewicht, 
BezugsgréBe gleicher N-Gehalt (s. Methodik). Mittelwerte + Standardabweichung, 
Zahl der Versuche in ( ). GM = Glucosemedium; PM = BTS-haltiges Medium. 











Normalleber | Fettleber 

Bildung von: 
BTS n. 15 min 

Ink.inGM. . 80 + 22,7 (8) P< 0,001 343+4412,4 (8) 
BTS n. 60 min 

Ink. inGM. . 152 + 67,2 (9) P < 0,02 85 + 26,0 (8) 
MS n. 15 min 

Ink.inGM. . 426 + 202 (8) 475 + 256 (7) 
MS n. 60 min 

Ink. inGM. . 1582 + 540 (8) 1423 + 206 (8) 
KG n. 15 min 

Ink.inGM. .” 38 + 10,2 (9) 39 + 13,0 (8) 
KG n. 60 min 

Ink.inGM. . 81+ 19,7 (9) 64+ 14,5 (9) 
MS n. 15 min 

Ink.in PM. . 1482 + 462 (3) 1339 + 92 (3) 
MS n. 60 min 

Ink.inPM. . 3985 + 704 (7) 3156 +1070 = (7) 
KG n. 15 min 

Ink.inPM. . 134 (3) 146 (3) 
KG n. 60 min 

Ink.inPM. . 425 + 64,2 (7) 305 +160 (7) 
Konzentration in 

Schnitten an: 
BTS n. 15 min 

Ink.inGM. . 10,8 u. 13,2 (2) 9,8 ( 7,8—12,6) (3) 
KG n. 15 min 

Ink. inGM. . 11,2 ( 7,7—16,5) (4) 8,1 ( 7,0—10,0) (3) 
KG n. 60 min 

Ink.inGM. . 11,7 (1) 11,7 (2) 
KG n. 15 min 

Ink.inPM. . 37,2 (27,4—43,5) (3) 43,9 (34,4—50,2) (3) 
KG n. 60 min 

Ink.inPM. . 63,2 (1) 34,7 u. 44,6 (2) 








Die nach 15 und 60 min Inkubation im Glucosemedium durch Fett- 
leberschnitte gebildete Brenztraubensiuremenge ist gegentiber nor- 
malen Schnitten geringer, die Bildung von MS und KG jedoch in 
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peiden Versuchsreihen annahernd gleich. Bei Verwendung von Fructose 
statt Glucose als Atmungssubstrat wurden in einigen wenigen Bestim- 
mungen gleiche Ergebnisse erhalten. 

Wird 0,01-m. Na-Pyruvat als Atmungssubstrat eingesetzt, so steigert 
dies die MS- und KG-Bildung im Verlauf der Inkubationszeit betracht- 
lich. Dabei bestehen zwischen normalen und verfetteten Leberschnitten 
keine signifikanten Unterschiede. Bemerkenswert ist das Anwachsen der 
KG-Bildung. Offenbar wird die KG-Produktion durch das Angebot an 
BTS gesteuert. Dies wird noch deutlicher (Wegfall der Permeabilitiats- 
schranken) bei den nachfolgenden Homogenatversuchen (s. Tab. 5), 
in denen die KG-Bildung parallel mit einem gesteigerten BTS-Angebot 
anwachst. 

Obwohl nach friiheren Versuchen? ° verfettete Leberschnitte weniger 
Sauerstoff aufnehmen und im Verlauf der Inkubationszeit die DPNH- 
Konzentration stark absinkt, zeigen sich hier mit Ausnahme einer ver- 
ringerten BTS-Bildung im Verhalten von MS und KG keine Unterschiede. 
Zwischen 15 und 60 min Inkubation verschwinden rd. 90 bzw. bei Fett- 
leberschnitten 50 «Mol Glucose aus Glykogen. Hiervon und von der im 
Medium als Atmungssubstrat eingesetzten Glucose erscheinen in dieser 
Zeit nur rd. 13 baw. 10,5 wMol als MS. Ehe man nicht sicher weiB, wohin 
die Hauptmenge des umgesetzten Zuckers verschwindet, wird man in der 
Beurteilung der vorliegenden Ergebnisse noch zuriickhaltend sein 
miissen. Vermutlich wird sich ein weiterer gréBerer Anteil in der Frak- 
tion der Essigsiure und ihrer Folgeprodukte befinden. Sie sollen in 
weiteren Untersuchungen bestimmt werden. 


IV. Glykogen-, BTS-, MS- und KG-Konzentrationen im 
normalen Leberhomogenat. 


Homogenisiert man normale Mauselebern bei 0—2° mit der glucose- 
haltigen Suspensionsfliissigkeit und bestimmt unmittelbar danach BTS 
und KG, so findet man beide Substanzen betrachtlich vermindert im 
Vergleich zu den Bestimmungen in vivo (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Glykogen-, BTS-, MS- und KG-Konzentrationen im Leberhomogenat. Sus- 

pensionsfliissigkeit K- und PO,-reiche Ringerlisung mit 0,022-m. Glucose als At- 

mungssubstrat. a) Sofortwerte unmittelbar nach dem Homogenisieren der Lebern, 

b) nach 15 min, c) nach 60 min Inkubation bei 40° unter Sauerstoffstrom. 
Angaben in ug/g Frischleber. Zahl der Versuche in ( ). 








| a) Sofort b) 15 min Ink. | ¢) 60 min Ink. 
Glykogen. . . . . 26800 (2,2—2,9%) (3) | 12980 (1,0—1,8%) (3) | 4030 (0,2—0,6%) (3) 
Brenztraubensiure 6,7 + 3,1 (5) 3,7 + 2,0 (6) 4,9 + 2,2 (6) 
a-Ketoglutarsiiure 4.8 + 1,9 (8) 68 + 2.9 (9) | 132412,7 (8) 
Milchsiiure . . . . > 681 (595-788) (4) | 780(633—885) (4) 














Im Verlaufe der nachfolgenden Inkubation bei 40° fallen die BTS- 
Werte noch etwas weiter, die der KG steigen gering, jedoch nicht signi- 
fikant. Die MS-Werte erreichen im Verlauf der Beobachtungszeit das 
15* 
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3—4fache des in vivo-Wertes. Glykogen findet man sofort nach dem 
Homogenisieren zu rd. 160 wMol, nach 15 und 60 min Inkubation nu 
noch zu 77 und 24 Mol. Innerhalb von 60 min sind rd. 136 uMol Glu. 
cose aus Glykogen verschwunden und nur rd. 7 ~Mol MS neu aufge. 
treten. Die MS-Werte sind hier nach 15 und 60 min nahezu gleich. Bej 
den Schnittversuchen vermehrt sich dagegen die MS in diesem Beobach. 
tungszeitraum viel stiirker. Man kann dies als Hinweis dafiir ansehen, 
daB im Homogenat der weitere MS-Abbau rascher verliuft als in den 
Schnittversuchen, weil hier die Zellfermente gleichmaéBig iiber den 
ganzen Versuchsansatz verteilt sind. Durch Bestimmung der oberhalb 
und unterhalb der BTS und MS stehenden Glykolyseprodukte muf 
man jedoch ausschlieBen, ob Glykogen nicht vielleicht in gréBerem 
Umfang auf anderem Wege als via Glykolyse abgebaut wird. 

Wird in der Suspensionsfliissigkeit statt Glucose BTS als Atmungs. 
substrat verwendet, so liegen schon unmittelbar nach dem Homogeni- 
sieren bei 0° die KG-Konzentrationen im Homogenat bedeutend hoher 
als in vivo (s. Tab. 5). 

Tab. 5. MS- und KG-Konzentrationen im Leberhomogenat. Versuchsbedingungen 


wie in Tab. 4, statt Glucose jedoch 0,01- und 0,02-m. BTS-Na als Atmungssubstrat. 
Angaben in yvg/g Frischleber. Zahl der Versuche in ( ). 





a) Sofort b) 15 min Ink. c) 60 min Ink. 





a-Ketoglutar- 
saure bei 0,01-m. 
BTS-Na als At- 
mungssubstrat 19,2 + 7,0 (7) 375 + 189 (8) 751+ 360 (7) 

o«-Ketoglutar- 
saure bei0,02-m. 
BTS-Na als At- 
mungssubstrat 28,1 u. 34,9 (2) | 1067 u. 1490 (2) | 1614 u. 2537 (2) 

Milchsaure bei 
0,01-m. BTS-Na 


als Atmungs- 
substrat _- 76 u. 912 (2) | 1060 u.1438 (2) 











Bei Anwesenheit von 0,01-m. Na-Pyruvat-Endkonzentration steigen 
sie nach 15 und 60 min auf das 20- und 40-fache des Anfangswertes; beim 
Verdoppeln der BTS-Konzentration in der Ringerlésung findet man die 
40- bzw. 70-fache KG-Menge. Das Ansteigen der KG-Bildung im Ver- 
lauf der Inkubationszeit geht gut der eingesetzten BTS-Konzentration 
parallel. Anscheinend wird der Ablauf des Citratcyclus maBgeblich durch 
die jeweilige BTS-Konzentration bestimmt. Ob die BTS vorwiegend nach 
Decarboxylierung oder aber Kohlendioxyd-Fixierung eingeschleust wird, 
ist aus den vorliegenden Versuchen allein nicht zu entscheiden. Wie Ver- 
suche von Foster und Villee® mit markierter BTS zeigen, werden wohl 
beide Wege in gleicher Weise beschritten. 


® J. M. Foster u. C. A. Villee, J. biol. Chemistry 211, 797 [1954]. 
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Die MS reichert sich im Gegensatz zu den Schnittversuchen im 
Homogenat mit BTS als Atmungssubstrat nicht wesentlich mehr an als 
in den Versuchen ohne BTS. Man kann jedoch aus den bisherigen Ver- 
suchen nicht sagen, welcher der verschiedenen mdglichen Griinde hier- 
fir maBgeblich ist. 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


In vivo sind in der verfetteten Leber die stationiren Glykogen-, 
BTS- und DPNH- (s.1.c.1) Konzentrationen etwas erniedrigt im Ver- 
gleich zur normalen Leber. Auch die KG-Werte (s. Tab. 1) liegen — 
wenigstens die nach 10 sec Priparierdauer gewonnenen — tiefer. Im MS- 
Gehalt finden sich keine Unterschiede. Die Praparierdauer hat groBen 
Einflu8 auf die ermittelten Werte. Vom Zeitpunkt des Todes bis zum 
Homogenisieren der Lebern mit dem EiweiBfallungsmittel laufen nicht 
zu vernachlassigende Folgereaktionen ab. Da diese bei normaler und 
verfetteter Leber besonders im Falle der KG offenbar verschiedene Ge- 
schwindigkeit besitzen, ist Extrapolation auf den ,,wahren“ statio- 
niren Wert nicht ohne gewisse Willkiir méglich. Die Befunde deuten 
jedoch im Gegensatz zu friitheren*, mit wenig spezifischen Methoden er- 
mittelten Werten darauf hin, daB Glykogenaufbau und Glykolyse in der 
verfetteten Leber mit etwas verminderter Intensitaét ablaufen. Beriick- 
sichtigt man jedoch, daB die untersuchten Lebern rd. 22% Fett im 
Feuchtgewicht enthalten, so sind die beobachteten Unterschiede er- 
staunlich gering. Mit den vorliegenden Untersuchungen ist nur ein 
kleiner Teil der Zwischenprodukte des Zuckerumsatzes erfaBt. Ehe man 
nicht weitere oberhalb und unterhalb der BTS und MS stehende Zwischen- 
glieder bestimmt hat und daraus ein vollstaindigeres Bild des Haupt- 
umsatzweges gewinnt, wird man die vorhandenen Differenzen zuriick- 
haltend bewerten miissen. 


Als BezugsgréBe wurde der Leber-Stickstoffgehalt gewahlt, der in 
der Fettleber nur rd. 70% des Normalwertes betragt. Die Fetteinlagerung 
vollzieht sich jedoch vor allem in den auBerhalb des Kernes liegenden 
Zellbestandteilen. Hier wird der stoffwechselaktive EiweiBanteil einmal 
durch die eiweiBarme Kost und zum anderen durch die Fetteinlagerung 
sicher noch starker vermindert, als es in der Verminderung des Gesamt- 
Leber-Stickstoffes zum Ausdruck kommt. Mit gewissen Einschriinkungen 
kann man daher nach den vorliegenden Befunden annehmen, daB selbst 
eine hochgradige Fetteinlagerung den Zuckerumsatz nicht spezifisch 
schaidigt, sondern ihn im wesentlichen nur entsprechend dem geringeren 
Stickstoffgehalt in den stoffwechselaktiven Zellanteilen vermindert. 
Endgiiltige Schliisse wird man jedoch erst nach Bestimmung weiterer 
Umsetzungsprodukte ziehen kénnen. 

Bei den Schnittversuchen ist der im Verlauf der Inkubation bei 
40° eintretende Glykogenverlust bemerkenswert. Normale Schnitte ver- 
lieren innerhalb von 45 min 90 ~Mol, verfettete 50 «Mol Glucose aus 
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Glykogen. Der verminderte Glykogenverlust der Fettleberschnitte ist 
nicht signifikant, spricht jedoch zusammen mit der erniedrigten BTS. 
Bildung dafiir, daB méglicherweise in verfetteten Schnitten die Gly. 
kolyse mit verminderter Intensitat abliuft. Beim Fehlen von Giucose 
als Atmungssubstrat in der Suspensionsfliissigkeit ist der Glykogenver. 
lust normaler Schnitte im gleichen Zeitraum bedeutend gréBer (unver. 
offentl. Versuche). Man muB also bei Anwesenheit von Glucose in der 
Suspensionsflissigkeit einen noch héheren Zuckerumsatz in Rechnung 
stellen, als dem gemessenen Glykogenschwund entspricht. Demgegen. 
iiber ist das Auftreten von normal rd. 13, verfettet 10,5 uMol MS relatiy 
gering. Ehe man nicht weiB, wo die Hauptmenge des umgesetzten 
Zuckers bleibt, wird man schwer weitere Schliisse ziehen kénnen. 


Anwesenheit von BTS in der Suspensionsfliissigkeit verstarkt ein. 
mal die Glykogenverluste, zum anderen die Bildung von MS und KG. 
Besonders der Ablauf des Citratcyclus wird durch das BTS-Angebot 
erheblich beeinfluBt. Dies sind Hinweise dafiir, da8 man durch Uber- 
angebot von einem Substrat den Stoffwechsel in Gewebeschnitten ver- 
andern bzw. umlenken kann. In gleicher Weise werden natiirlich auch 
die bisher nicht naher erfaBten anderen Zwischen- und vor allem End- 
produkte des im Schnitt verstarkt ablaufenden Glykogenabbaues wirk- 
sam werden. Dies erschwert ganz bedeutend, Stoffwechselergebnisse von 
Schnitten auf die Verhaltnisse in vivo zu iibertragen. 


Im normalen Leberhomogenat findet man Glykogenverluste 
ahnlich wie in den Schnitten. Verwendet man Glucose als Atmungssub- 
strat, sind jedoch die gebildeten BTS-, MS- und KG-Mengen im Vergleich 
zu Schnitten bedeutend geringer. Man kann dies einmal auf eine Sté- 
rung der Glykolysekette zuriickfiihren, wobei Glykogen anders als via 
Glykolyse abgebaut wird. Eine Erklirungsméglichkeit hierfiir kénnte in 
dem durch das Homogenisieren ausgelésten auBerordentlich raschen 
Abbau pyridinnucleotidhaltiger Cofermente liegen. Denn im Homogenat 
sinkt z. B. DPN innerhalb weniger Minuten von 370 y/g auf nicht mehr 
nachweisbare Spuren ab!°. Man muB aber auch daran denken, daf die 
untersuchten Stoffwechselzwischenprodukte im Homogenat wabhrend 
der Inkubationszeit in standigem Kontakt mit den iiber den ganzen Ver- 
suchsansatz verteilten Zellfermenten stehen und hier weitere Umwand- 
lungsreaktionen schneller ablaufen kénnen als in den Schnittversuchen. 


Bei Einsatz von Na-Pyruvat als Atmungssubstrat findet man ein 
bedeutendes Anwachsen der KG-Bildung, parallel zur eingesetzten BTS- 
Konzentration. Dies zeigt an, daB offenbar der Weg von der BTS zur 
KG im Homogenat intakt geblieben ist. Die MS-Bildung ist unter diesen 
Bedingungen dagegen gering im Vergleich zu den entsprechenden Schnitt- 
versuchen, was vielleicht auch mit der raschen DPN-Zerstérung zu- 
sammenhiangt. 


10 H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 302, 1 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 


Glykogen wurde nach Walaas und Walaas? aus dem Gewebe isoliert und 
nach Hydrolyse als Glucose nach Frank und Kirberger"™ colorimetrisch be- 
stimmt. Die Lebern wurden im Kihlraum bei 0 bis + 2° prapariert. Zur Bestim- 
mung der stationéaren Konzentration wurden 70—150 mg Lebergewebe entnommen, 
sofort in 0,6 ml heiBe 30-proz. Kalilauge eingebracht und 30 min im kochenden 
Wasserbad belassen. Nach Abkihlen wurden zu diesem Homogenat 0,2 mi 2-proz. 
Natriumsulfatlésung zugegeben, der Inhalt gut durchmischt und anschlieBend da- 
von genau 0,5 ml zur weiteren Glykogenbestimmung in ein Zentrifugenglas iiber- 
fihrt. Vom Rest des Homogenates wurden 2 mal je 0,1 ml zur Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl entnommen. Aus Volumen und Stickstoffgehalt des Homogenates 
wurde das zur Bestimmung eingesetzte Gewebegewicht errechnet, wobei ein Leber- 
Stickstoffgehalt von 3% zugrundegelegt wurde (auch bei den Fettlebern!). 

Fir die Schnittversuche wurden Leberschnitte von 3—4 Mausen im Kiihl- 
raum angefertigt, vermischt und in 3 annahernd gleichmaBige Portionen (etwa je 
100—150 mg) aufgeteilt. Die erste Portion wurde sofort in heiBe Kalilauge einge- 
bracht, die zweite und dritte Portion in je 1 Warburg-GefaB iiberfiihrt. Dieses war 
gefiillt mit 4 m/ K- und PO,-reicher Ringerlésung (Zusammensetzung s. 1. c.!*), die 
200 mg% Glucose als Atmungssubstrat enthielt. AnschlieBend Durchstrémen mit 
Sauerstoff und Einbringen der InkubationsgefaBe in ein Wasserbad von 40°. Nach 
15 und 60 min Inkubation wurde der gréBte Teil der Schnitte schnell in heiBe Kali- 
lauge eingebracht und wie oben beschrieben weiterbehandelt. 

Fiir die Homogenatversuche wurden 3 Miauselebern mit 12 mi 400 mg% 
Glucose enthaltender PO,-reicher Ringerlésung im Kiihlraum mit einem Ganz- 
glashomogenisator homogenisiert und das Homogenat in einen 200 ml Erlenmeyer- 
kolben iiberfiihrt. Teilweise wurde auch isotonische KCl-Lésung benutzt, mit der 
gleiche Ergebnisse erhalten wurden. py des fertigen Homogenates 6,5—6,6. Je 
0,5 m/ davon wurden sofort und nach 15 bzw. 60 min Inkubation zur Glykogenbe- 
stimmung entnommen. Die Inkubation erfolgte im Wasserbad bei 40° unter stian- 
digem maBigem Durchperlen von Sauerstoff. 

BTS und KG wurden im optischen Test mit Milchsiuredehydrase und Glu- 
taminsduredehydrase bestimmt. Zur Bestimmung der stationiren Werte wurden 
die Mause durch einen Scherenschlag etwas unterhalb des Rippenbogens durch- 
trennt, die Lebern méglichst rasch herausprapariert, in den mit 6-proz. Perchlor- 
siure beschickten Homogenisator eingebracht und schnell homogenisiert. Ein 
Bestimmungsansatz enthielt zwei Lebern von etwa 2g Gesamtgewicht und 10 ml 
6-proz. Perchlorsiure. Die Zeit von der Tétung des Tieres bis zum Homogenisieren 
der Leber wurde genau festgelegt und betrug 10, 20 oder 40 Sekunden (+ 2 sec). 
Dies ist notwendig, weil diese Zeitdifferenz von groBem Einflu8 auf die gefundenen 
Werte ist. Vom fertigen, gut durchmischten Homogenat wurden 2mal 0,1 ml zur 
Stickstoffbestimmung nach K jeldah1 entnommen und — wie beim Glykogen — aus 
Homogenatvolumen und Stickstoffgehalt das zur Bestimmung eingesetzte Gewebe- 
gewicht errechnet. Bei normalen und verfetteten Lebern wurde ein gleicher Stick- 
stoffgehalt der Berechnung zugrundegelegt, um beide Versuchsreihen miteinander 
vergleichbar zu machen (s. auch unter BezugsgréBe). 

Bei dieser Berechnung wird Volumen Homogenat gleichgesetzt mit Volumen 
Zentrifugat, was einen kleinen, jedoch zu vernachlassigenden Fehler in sich schlieBt. 
Das Homogenat steht etwa 15 min und wird danach 10 min bei 3000 U zentrifugiert. 
Eine genau abgemessene Menge klaren Zentrifugats (7—9 ml) wird entnommen, pro 
m/l Zentrifugat mit 1 mg athylendiamin-tetraessigsaurem Dinatriumsalz (= Trilon) 
versetzt und mit abgemessenen Mengen zuerst 10-n., dann 1-n. KOH auf py 6,5—7,5 
neutralisiert. Das neutralisierte Zentrifugat wird zum Auskristallisieren des Kalium- 
perchlorates 1—2 Stdn. auf Eis gestellt, anschlieBend scharf zentrifugiert und sofort 

6 mi des Uberstandes zum optischen Test eingesetzt. Die Messung erfolgt bei 366 mu 


1H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
12H. Frunder, diese Z. 291, 182 [1952]. 
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in einer 3 cm Kiivette mit 11 ml Gesamtvolumen. Der Testansatz wurde im wesent- 
lichen nach Angaben von Kornberg und Pricer! zusammengestellt. Seitz, 
Engelhardt-Gélkel und Schaffry* geben in neuerer Zeit eine etwas andere 
Zusammensetzung der Testlésung an. 


Testansatz: 6 wml neutralisiertes Zentrifugat 
3,2 ml 0,25-m. Glykokollpuffer, py 7,0—7,4 (Glykokoll 
p. a., Merck) 
0,8 ml 0,1-m. MgCl, 
0,6 ml 0,6-m. (NH,),. SO, 
0,4 ml DPNH-Lésung (hergestellt nach Pfleiderer*). 


Auf die Reinheit des Glykokolls muBte besonders geachtet werden. Es wurde 
nur Glykokoll p. a. von Merck verwandt. Mit einigen anderen Glykokoll p. a.- 
Praparaten beobachteten wir waihrend des Testes einen Gang (durch fortlaufende 
DPNH-Zerstérung), der eine genaue Messung unméglich machte. Der Trilonzusatz 
war bei den Schnitt- und Homogenatversuchen unbedingt notwendig, bei Bestim. 
mung der stationéren Konzentration im frischen Leberhomogenat verlief in zahl- 
reichen Doppelbestimmungen auch ohne Trilon die Testung stérungsfrei. Héhere 
Trilonkonzentrationen als vorher angegeben (1 mg/ml Zentrifugat) stérten die 
Messung gleichfalls. ‘ 

Nach Einsetzen der gefiillten Kiivette wurde der Anfangswert bestimmt und 
nach einigen Minuten diese Messung wiederholt. Die Bestimmung wurde nur dann 
fortgesetzt, wenn beide Werte iibereinstimmten. In einigen wenigen Fallen wurde 
ein Gang im Anfangswert beobachtet, dessen Ursachen bisher noch nicht aufgeklart 
werden konnten. Diese Ansitze wurden verworfen. Blieb der Anfangswert kon- 
stant, wurde Glutaminsaiuredehydrase (Boehringer) zugesetzt, umgeriihrt und in 
Abstanden von 5 min die Extinktion gemessen, bis zwei hintereinander folgende 
Messungen gleiche Werte ergaben. In der Regel war die Reaktion nach 12—15 min 
abgelaufen. In einigen Fallen jedoch auch erst nach 20—25 min. War Konstanz er- 
reicht, erfolgte Zusatz von Milchsiuredehydrase (Boehringer). Jetzt wurde in 
Abstanden von 2 min bis zur Konstanz gemessen, die meist nach 4, in selteneren 
Fallen nach 6 min erreicht war. 

Fir die Schnittversuche wurden 500—800 mg Leberschnitte (bei BTS als 
Atmungssubstrat nur etwa 200 mg) im Kiihlraum angefertigt, auf der Torsions- 
waage genau gewogen, in einen 10 m/ K- und PO,-reiche Ringerlésung enthaltenden 
200-ml-Erlenmeyerkolben iibergefiihrt, in ein Wasserbad von 40° eingesetzt und 
unter langsamem Sauerstoffstrom 15 bzw. 60min geschiittelt. Als Atmungs- 
substrat wurden der Ringerlésung teils 200 mg% Glucose, teils 0,01- und 0,02-m. 
BTS-Na (Endkonz.) zugesetzt. Nach Beendigung der Inkubation wurden Schnitte 
und Medium rasch in einen mit 0,9 ml 65—70-proz. Perchlorsiure beschickten 
Ganzglashomogenisator iiberfiihrt und homogenisiert. Die weitere Aufarbeitung 
erfolgte wie bei den stationiren Bestimmungen beschrieben. Die Berechnung 
erfolgte hier nicht nach dem Stickstoffgehalt, sondern nach dem eingesetzten 
Schnittgewicht. Die Gewichte der Fettleberschnitte wurden mit dem Faktor 0,723 
multipliziert, um gleichen Stickstoffgehalt wie bei den normalen Schnitten der 
Berechnung zugrundezulegen (normal-N = 3%, Fettleber-N = 2,17%). 

Die Homogenate wurden wie bei der Glykogenbestimmung beschrieben 
bereitet. Der Berechnung wurde wie bei den Schnitten das eingesetzte (bei Fett- 
lebern korrrigierte) Gewicht zugrunde gelegt. Bei den Versuchen mit 400 mg% 
Glucose als Atmungssubstrat wurden 6 Lebern (etwa 6,5 g Gesamtgewicht) mit 
25 ml Medium (K- und PO,-reiche Ringerlésung oder isotonische Kaliumchlorid- 
lésung) im Kiihlraum homogenisiert und anschlieBend bei 40° inkubiert. Bei Ver- 


18 A. Kornberg u. D.E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 189, 125 [1950]. 
14 W. Seitz, A. Engelhardt-Gélkel u. I. Schaffry, Klin. Wschr. 38, 228 


[1955]. 
15 W. Pfleiderer in Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 
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wendung von 0,01- bzw. 0,02-m. BTS-Endkonzentration als Atmungssubstrat 
wurde nur eine Leber mit 25 ml Medium homogenisiert. Zur Bestimmung wurden 
jeweils 7,5 ml Homogenat mit 1,5 ml 30-proz. Perchlorséure enteiweiBt. 


Berechnung: 100 y umkrist. «-ketoglutarsaures Natrium und 66 y brenz- 
traubensaures Natrium ergaben unter unseren Versuchsbedingungen (d = 3 cm) 
eine Extinktionsdifferenz von 0,50. Dies liegt ~ 10% unter dem theoretisch zu 
fordernden Wert, der sich unter der Annahme, da8 KG und BTS eine aquimolekulare 
Menge DPNH zum Verschwinden bringen, errechnen laBt. Nach O. Warburg ist 
bei 100 » DPN/ml AE 7 img = 0,52. Bei d= 3cm und einem Molekular- 
gewicht von DPNH = 664 ergibt das fiir 100 y KG-Na oder 66 » BTS-Na eine 
theoretische Extinktionsdifferenz von 0,55. Da wir mit beiden Salzen in wieder- 
holten Eichversuchen stets gleiche Werte fanden, wurden die Eichwerte und nicht 
die theoret. AH-Werte der Berechnung zu Grunde gelegt nach: 


AExsts -1,05 = y Brenztraubensiéure im Testansatz, 
AExe -1,75 = y «-Ketoglutarsiure im Testansatz. 


Die Milchsdiurebestimmung erfolgte genau nach der Vorschrift von 
Barker und Summerson", Auf besondere Reinheit der verwendeten Schwefel- 
siure und des Calciumhydroxyds sowie strenges Einhalten der angegebenen Zeiten 
muBte geachtet werden. Es wurde mit 10-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt, da 
Perchlorsiure die Bestimmung stérte. 

Versuchstiere waren weiBe Mause von 16—20 g Gewicht, die ad libitum 
ein aus Milch, Hafer und Gemiise bestehendes Futter erhielten. Sie wurden in einem 
temperierten Stall bei 22° gehalten. Fiir die Fettleberversuche wurden die Tiere 
7—8 Tage vor dem Versuch auf der friiher beschriebenen® eiweiBarmen und fett- 
reichen Didt gehalten. Die so gewonnenen Fettlebern zeigten durchweg keinerlei 
nekrotische Veranderungen. 

Die Desoxyribonucleinsaiure wurde nach Schneider?’ aus dem Leber- 
homogenat mit 10-proz. Trichloressigsiure 25 min im Wasserbad von 90° extra- 
hiert und im Zentrifugat die Desoxyribose mit Diphenylamin nach Dische?® bei 
590 mz bestimmt. Die Eichwerte wurden mit krist. Desoxyribonucleinsdure 
(Schuchardt) festgelegt. 

Der Blutgehalt des Lebergewebes wurde durch Bestimmen des Hamo- 
globins nach Kiese?® bei 562 my festgelegt. Aus Hb-Gehalt des Mauseblutes und 
der Mauseleber wurde der im Lebergewebe enthaltene prozentuale Blutanteil 
errechnet. 


BezugsgréBe: Ein wichtiger Faktor beim Vergleich von Stoffwechsel- 
ergebnissen normaler und verfetteter Lebern ist die Wahl einer geeigneten Bezugs- 
groBe. In einer friiheren Arbeit® wurde hierfiir der Leber-Stickstoffgehalt gewahlt. 
Es erschien jedoch notwendig, die Eignung dieser GréBe zu iiberpriifen und weiter 
festzulegen, welchen quantitativen EinfluB bei den Bestimmungen in vivo das im 
Lebergewebe enthaltene Blut hat. Bei der von uns angewendeten Prapariertechnik 
wurde in der Normalleber ein Blutgehalt von 8,5%, in der Fettleber von 8,9% 
— praktisch identische Werte — gefunden. Der Stickstoffgehalt des Mauseblutes 
betragt 2,57%. Normales bluthaltiges Leber-Gewebe hat einen Stickstoffgehalt 
von 3% (nach Angaben s.1.c.%). Da hier 8,5% Blut mit 2,57% Stickstoff enthalten 
sind, ist der wahre Stickstoffgehalt blutfreien normalen Leber-Gewebes etwa 
3,04%. Bei der verfetteten Leber liegen die Verhaltnisse umgekehrt. Nach Abzug 
des Blutanteiles ist hier der wahre Leber-Stickstoffgehalt statt 2,17 (s. 1. c.8) nur 


16 §. B. Barker u. W. H.Summerson, J. biol. Chemistry 188, 535 [1941]. 

7 W. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 

18 Z. Dische, Mikrochemie 8, 4 [1930]. 

19 M. Kiese, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 204, 
190 [1947]. 
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etwa 2,13%. Das verfettete Lebergewebe enthalt danach nicht 72,3, sondern nur 
70% des Stickstoffgehaltes der normalen Leber. Die Unterschiede vor und nach 
Korrektur des Blutgehaltes sind nicht sehr groB. Unter der Annahme, daB8 im 
Blut normaler und verfetteter Tiere die Konzentrationen der bestimmten Stoff. 
wechselprodukte etwa gleich sind, kann man den durch das Blut entstehenden 
Fehler vernachlassigen. Weiterhin wurde der Desoxyribonucleinsaéuregehalt der 
verfetteten Leber mit dem der normalen Leber verglichen. Die Desoxyribonuclein. 
siure (DNS) gehért zu den Zellbestandteilen, die den geringsten Veranderungen 
unterworfen sind. Ihre Menge pro g Leber ist danach ein gutes MaB fiir die Zahl 
der pro Gewichtseinheit enthaltenen intakten Zellen. Bei der verfetteten Leber 
wird diese Zahl durch die ausgepragte Fetteinlagerung ja geringer. 








Tab. 6. 
Normalleber Fettleber 
Blutgehalt (unkorr. Gewicht) . 8,5% (11) 8,9% (12) 
mg DNS/g (unkorr. Gewicht) . 3,41-+0,14 (20) 2,73-+0,14 (20) 
Gesamtgewicht der Lebern . . 1,175 (8) [0,85]*} 1,595 (8) [1,18]* 
mgGesamt-N........ 37,39 (8) [26]*) 35,25 (8) [25]* 


mg N/g Leber (unkorr. Gewicht) | 31,82-+-1,99 (8) [30,0]*| 22,10-+-2,75 (8) [21,7]* 


* Die Zahlen in eckigen Klammern sind die entspr. Werte aus einer friiheren Mitteilung’. 


Die Fettleber enthalt danach 80% des DNS-Gehaltes der Normalleber (s, 
Tab. 6). Einige zur Untersuchung kommende Normallebern hatten bei der vor- 
liegenden Untersuchungsreihe ein mittleres Gewicht von 1,175 g, die Fettlebern 
von 1,595 g. Nimmt man an, daB sich der Gesamt-DNS-Gehalt der verfetteten 
Leber gegeniibér dem der normalen Leber nicht veraindert hat, so miiBte man 
theoretisch pro g Fettleber nur 74% DNS finden. Unter Beriicksichtigung der nicht 
sehr hohen Spezifitat der DNS-Bestimmungsmethode (in der Fettleber erscheint 
die Gesamt-DNS etwas erhéht) stimmen jedoch Abnahme in DNS und Stickstoff- 
gehalt der verfetteten Leber innerhalb der biologischen Schwankungsbreite einiger- 
maB8en iiberein. Man kann aus diesen Ergebnissen mit gewisser Zuriickhaltung den 
SchluB ziehen, daB der Stickstoffgehalt der verfetteten Leber etwas starker er- 
niedrigt ist als die DNS. Dies geht auch aus der Berechnung des Gesamt-Leber- 
Stickstoffs hervor (s. Tab. 6), der auch hier wieder ebenso um ein geringes, jedoch 
statistisch nicht signifikant, niedriger gefunden wurde wie schon friiher angegeben’. 

Die Zellkerne werden nach Seifter, Muntwyler und Harkness? am we- 
nigsten durch auBere Faktoren beeinfluBt. In ihnen ist die Hauptmenge der DNS 
lokalisiert. Die zur Verfettung fiihrende eiweiBarme Kost erniedrigt den Stickstoff- 
gehalt und damit gleichlaufend die Fermentaktivitat der anderen Zellbestandteile 
mit Ausnahme des Kernes. Daher erscheint die Wahl des Stickstoffgehaltes als 
BezugsgréBe geeigneter als die der DNS. Da die jetzt durchgefiihrten Stickstoff- 
bestimmungen innerhalb der friiher* angegebenen Werte lagen, wurde entsprechend 
dem friiheren Vorgehen ein Normal-Leber-Stickstoffgehalt von 3,0% zugrunde- 
gelegt, wenn aus dem Stickstoffgehalt des zur Bestimmung eingesetzten Homo- 
genates auf Gewicht umgerechnet wurde. Bei den Fettlebern wurde in gleicher 
Weise vorgegangen. Bei den Schnitt- und Homogenatversuchen wurde vom ein- 
gesetzten Gewicht ausgegangen. Die Gewichte der eingesetzten Fettleberschnitte 
wurden mit dem Faktor 0,723 multipliziert. Dieser Faktor ist zur Angleichung an 
den Stickstoffgehalt der normalen Leber sicherlich noch zu groB. Denn der Zellkern 
wird ja von der Stickstoff-Verminderung kaum betroffen. Da sein Anteil am Zell- 
Stickstoff rd. 25% betragt, ist die Stickstoff-Reduktion in den anderen Zellbestand- 


20 §.Seifter, E.Muntwyler u. D.M. Harkness, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 75, 46 [1950]; zit. nach K. Lang in: Mikrosk. u. chem. Organis. der Zelle, 
S. 29, Springer-Verlag Berlin, Géttingen, Heidelberg 1952. 
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1 nur teilen, von denen die hier untersuchten Stoffwechselvorginge im wesentlichen 
| nach katalysiert werden, entsprechend gréBer. Dies muB bei der Beurteilung der dar- 
2B im gestellten Stoffwechselbefunde beachtet werden. 


Stoff. Fraulein D. Schénbach und Herrn A. Schneider danken wir fiir fleiBige 


a und zuverlassige Mitarbeit. 

clein- 

angen Zusammenfassung 

oan In der verfetteten Leber sind die Glykogen-, Brenztraubensiure- 
und «-Ketoglutarsiurekonzentrationen etwas erniedrigt. Die hoch- 
gradige Fetteinlagerung (22%) schidigt den Zuckerumsatz wahrschein- 

____ —_ lich nicht spezifisch, sondern nur entsprechend der Stickstoff-Vermin- 
derung in den stoffwechselaktiven Zellbestandteilen. 

ie Auch in den verfetteten Leberschnitten lauft die Glykolyse nur mit 

0; gering verminderter Intensitat ab. 

‘18]* Exogenes oder endogen entstandenes Uberangebot an einem Sub- 


[25]* strat verindert den Stoffwechselablauf von Schnitten bedeutend. 

1,7)* In normalen Leberhomogenaten sind die Konzentrationen an Gly- 
kogen, Brenztraubenséure, Milchsiure und «-Ketoglutarsaure kleiner 
als in der ganzen Leber oder in Leberschnitten. Zusatz von Brenztrauben- 
er (8 F siure fordert konzentrationsabhingig in Schnitten und Homogenaten 


Pe sehr die Bildung von «-Ketoglutarsiure. 

teten 

man 

nicht Summary 

heint The concentrations of glycogen, pyruvic acid and «-ketoglutaric 


stoff- F acid are reduced to some extent in fatty livers. The high level of fatty 


ye deposition (22%) probably does not affect the sugar turnover specifi- 
r er cally but only in relation to the nitrogen reduction in the metabolically 
eber- F active cell constituents. 

a In slices from fatty livers also the glycolysis proceeds with an 
we. | itensity that is only slightly reduced. 

DNS Excessive amounts of a substrate either exogenic or endogenically 
toff- — produced, markedly change the course of the metabolism of slices. 
—_ The concentrations of glycogen, pyruvic, lactic and «-ketoglutaric 
toff. acid are lower in normal liver homogenates than in the intact liver or in 
hend — liver slices. Addition of pyruvic acid strongly promotes the formation 
nde- of x-ketoglutaric acid in slices and homogenates, the effect being depen- 


om0- dent on the concentration. 
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Die papierchromatographische Trennung und Bestimmung 
der Uronsauren 
Von 
F. G. Fischer und Helmut Dérfel 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wurzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Mai 1955) 
Alfred Kihn zum 70. Geburtstag gewidmet 


Die Uronsauren sind als Bestandteile verbreiteter Polysaccharide, 
wie der Hemicellulosen, der Pektine, der Gummen, der Alginsaure, der 
Mucosaccharide und einer groBen Zah! weiterer, physiologisch ebenfalls 
interessanter Stoffe, auBerordentlich haufig. Trotzdem fehlte es bisher 
an Methoden zu ihrem individuellen Nachweis auch in kleinen Mengen 
und zu ihrer genauen Bestimmung!. Die Decarboxylierung beim Er- 
hitzen in 12-proz. Salzséure nach Lefévre und Tollens? in ihren zahl- 
reichen, im Laufe der Jahre ausgearbeiteten Abwandlungen! erfaft 
nur die Gesamtmenge, gestattet also keine Differenzierung zwischen den 
einzelnen Uronsiuren. Sie birgt zudem viele Fehlerquellen und fordert 
daher verschiedene Kontrollen. Gleiches gilt auch fir die colorime- 
trischen Bestimmungen!, die auf den Reaktionsfolgen fuBen, welche beim 
Erhitzen stark saurer Lésungen der Uronsiuren mit Naphthoresorcin 
oder Carbazol vor sich gehen. 

Wir haben durch Chromatographie auf dem Papier eine scharfe 
Trennung der D-Glucuronsaéure, D-Galakturonsaure und D-Man- 
nuronsaure erzielt und ihren Nachweis auf dem Chromatogramm und 
ihre quantitative Bestimmung durch Reduktion von Triphenyltetrazo- 
liumhydroxyd zum roten Formazan ausgefiihrt*. 

Galakturonsaure lactonisiert bekanntlich nicht; Glucuronséure und 
Mannuronsiaure liegen hingegen in ihren nicht neutralisierten waBrigen 
Loésungen zum Teil als Lactone vor. Ebenso, wie wir fanden, L-Guluron- 
sdure. In den Hydrolysaten von Uroniden oder Polyuroniden kann, je 
nach den Bedingungen ihrer Aufarbeitung, das Siure-Lacton-Verhaltnis 
recht verschieden sein. Die Chromatographie auf dem Papierbogen trennt 
in jedem Falle leicht die Uronséiuren von den Uronen: Diese wandern in 
den fiir Saccharide iiblichen Lésungsmittelgemischen noch viel schneller 
als die nichtsauren Monosaccharide; die Uronsiuren hingegen werden 


1 Literaturangaben in K. Paech u. M. V. Tracey, Moderne Methoden der 
Pflanzenanalyse Bd. II, Springer Verlag, Heidelberg 1955; E. Anderson u. L 
Sands, Plant Polyuronides, in Advances Carbohydrate Chem. 1, 329 [1945]. 

2 K. U. Lefévre u. B. Tollens, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 4513 [1907]. 

3 F.G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 297, 164 [1954]. 











(1955) 


nung 


aride, 
2, der 
nfalls 
yisher 
ngen 
1 Er. 
zahl- 
rfaBt 
1 den 
rdert 
rime- 
beim 
orcin 


narfe 
[an- 

und 
"aZ0- 


und 
‘igen 
ron- 
a, je 
ltnis 
ennt 
n in 
eller 
‘den 

der 
Li 


07]. 








Bd. 301 (1955) Trennung und Bestimmung der Uronsauren 225 


yon diesen Gemischen kaum vom Fleck gebracht und daher auch nicht 
geschieden. Fiir die Trennung der Uronséuren selbst war daher die 
Untersuchung und Anwendung anderer, schneller transportierender 
Lésungsmittel-Gemische die erste Voraussetzung. 

Die Chromatographie der Lactone niitzt durchaus der Identifi- 
zierung der zugehdrigen Saéuren; in einem weiter unten angegebenen 
Fall ist sie sogar dafiir notwendig. Wenn jedoch die lactonbildenden 
Uronséuren nicht nur identifiziert, sondern auch quantitativ bestimmt 
werden sollen, ist es erforderlich, sie vor dem Auftragen auf das Papier 


' samt ihren Lacton-Anteilen in die Alkalisalze zu iiberfiihren. Man miiBte 


sonst zwei Chromatogramme (mit verschiedenen Trenngemischen) ent- 
wickeln, um sowohl die Saure-Anteile wie die Uron-Anteile zu erfassen; 
und die Bestimmung der zweiten Anteile ist aus noch zu nennenden 
Grinden ungenau. 


Die Chromatographie der Uronsauren 


Die Versuche zur Auffindung eines zur Trennung der Siuren ge- 
eigneten Lésungsmittelgemisches ergaben, daB eine bloBe Vermehrung 
der Pyridin- oder der Wasser-Konzentration in den fiir Saccharide bisher 
erprobten Gemischen* zwar erwartungsgemaB eine VergréBerung der 
Ry-Werte bewirkte, daB aber die einzelnen Uronsauren schlecht von ein- 
ander geschieden und daB ihre Flecken schnell breit und diffus begrenzt 
werden. 

Mit den meisten Gemischen traten starke ,,Schwanz‘‘- und ,,Zungen“‘-Bil- 
dungen auf; in einigen Chromatogrammen wurde sogar die Aufteilung von sicher 
einheitlichen Uronsaéuren-Praparaten in zwei Flecken beobachtet. Auch die Ver- 
suche mit den von Masamune und Maki‘ zur Trennung von Uronsauren empfohle- 
nen Gemischen (z. B. Pyridin-Amylalkohol-Wasser 7:7:6; v/v) befriedigten nicht, 
da starke Ausbreitung der Flecken, Streifen- und Vorlaufer-Bildung auftraten. 
Quantitative Bestimmungen der einzelnen Sauren sind mit diesen Gemischen 
nach unseren Erfahrungen nicht méglich. 

Eine gute Trennung der p-Glucuronsdure, D-Galakturon- 
siure und pD-Mannuronsdure unter Bildung von scharf begrenzten, 
wenig ausgeweiteten Flecken erzielten wir schlieBlich mit einem Gemisch 
aus Pyridin-Essigester-Eisessig-Wasser 5:5:1:3 (v/v). Zur Dampf- 
sittigung befindet sich auf dem Boden des Kastens ein Gemisch Pyridin- 
Essigester-Wasser 11 : 40: 6 (v/v). 

Wesentlich fiir die Trennwirkung ist sowohl die starke Erh6hung der 
Pyridin-Konzentration und die Anwesenheit von Eisessig im Trennge- 
misch wie die hohe Essigester-Konzentration in der Boden-Flissigkeit. 

Nach der Entwicklung mehrerer Durchlauf-Chromatogramme ohne 
Erneuerung des Gemisches im Kastenboden ist dieses durch die hinein- 


4§.M. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]; M.A. Jermyn u. F.A. 


Isherwood, ebenda 44, 402 [1949]. 
5 H. Masamune u. M. Maki, Tohoku J. exp. Med. 55, 299 [1952]; Chem. 


Abstr. 1958, 11303; H. Masamune u. Z. Joshizawa, Tohoku J. exp. Med. 59, 1 
[1953]; Chem. Abstr. 1954, 7076. 
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getropfte Trennfliissigkeit und durch Teilverdampfung merklich reicher 
an Pyridin und armer an Essigester geworden. Die Folge ist eine Zu. 
nahme der Wanderungsgeschwindigkeit der Uronsiuren auf dem Papier, 
die jedoch nicht fiir alle Saéuren gleich ist. 

In Tab. 1 sind daher sowohl die Rg-Werte der Uronsauren ver. 
merkt, die sich aus Versuchen mit frisch hergestellter Kastenboden. 
Fliissigkeit ergeben (a), wie solche aus Versuchen mit einer Boden. 
Flissigkeit, die in etwa 20 Chromatographien die hineingetropften An. 
teile des Trenngemisches aufgenommen hatte (b). 

In den unter a) angegebenen Versuchen ist Galakturonséure 7 cm, Mannuron- 
saure 15 cm, 5-Keto-gluconsiure 19 cm, Glucose 39 cm weit gewandert, in jenen 
unter b) angegebenen Galakturonsiure 14cm, 5-Keto-gluconsiure 28 cm. Die 
Anwendung der pyridinreicheren Boden-Fliissigkeit kann durchaus Vorteile haben: 


Durch die langere Laufstrecke werden z. B. Mannuronsiure und Chondrosamin gut 
getrennt, was mit dem pyridinarmeren Gemisch nicht gelingt. 


Tab. 1. Rq-Werte von Uronsdéuren und Hexosaminen. (Auf Rr-Wert der Glucose 
= 1 bezogen; Mittelwerte aus 4—8 Einzelwerten. Durchlaufchromatogramme, 
48 Stdn., 20°.) 














| a b 
Galakturonsaure 0,18 | 0,32 
Glucuronsaure 0,27 | 0,42 
Guluronsaure 0,28 | 0,42 
. 2-Keto-gluconsaiure | 0,21 | 0,41 
Mannuronsaure 0,35 | 0,51 
5-Keto-gluconsiure | 0,47 | 0,63 
Chondrosamin 0,36 | 0,60 
Glucosamin 0,44 | 0,69 
Glucose 1,00 | 1,00 


Das_ chromatographische Verhalten von L-Guluronsaure, 
2-Keto-gluconsaure und 5-Keto-gluconsaiure wurde ebenso wie 
jenes der beiden Hexosamine gepriift, um die médglichen St6rungen in 
der Identifizierung und Bestimmung der drei verbreitetsten Uronsauren 
bei Anwesenheit dieser Stoffe zu erkennen. Haufiger werden allerdings 
nur die Hexosamine (in Mucosacchariden) mit ihnen vergesellschaftet 
sein. 


Die Bildung der 2-Keto-gluconsiure® und der 5-Keto-gluconséure? durch 
bakterielle Oxydation von Glucose oder Gluconsiure ist bekannt und vielfach 
untersucht. Das Vorkommen von 2-Keto-gluconsiure in einem Polyuronid (aus 
der Rotalge Chondrus crispus) ist einmal angegeben®, jedoch nicht bestatigt 
worden®. L-Guluronsaéure wurde bisher nur als Produkt der Oxydation von Glucose 
durch Essigbakterien vermutet?°. 


6 J. I. Stubbs, L. B. Lockwood, E.T. Roe, B. Tabenkin u.G. E. Ward, 
Ind. Engng. Chem. 82, 1626 [1940]. 

7 Literatur in: K. Bernhauer, Die oxydativen Garungen, Berlin J. Springer, 
1932; L. B. Lockwood, B. Tabenkinu. G. E. Ward, J. Bacteriol. 42, 51 [1941]. 

8 E.G. Young u. F. A. H. Rice, J. biol. Chemistry 164, 35 [1946]. 

9 E. T. Dewar u. E.G. V. Percival, J. chem. Soc. [London] 1947, 1622. 

10 K. Bernhauer u. K. Irrgang, Biochem. Z. 280, 360 [1935]. 
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Trennung und Bestimmung der Uronséuren 





Aus den Rg-Werten von Tab. | ist ersichtlich, daB Guluronsaure 
und 2-Keto-gluconsaéure nur unzureichend voneinander und von 
Glucuronséure getrennt werden. Bei gleichzeitiger Anwesenheit dieser 
Siuren wiirde daher ihre Einzelbestimmung nicht gelingen; selbst ihre 
Identifizierung allein durch die R-Werte bliebe unsicher. Ein Nachweis 
der Guluronséure neben der Glucuronsiure gelingt aber durch die Chro- 
matographie der Lactone (siehe dort). Die eventuelle Anwesenheit der 
(nichtlactonisierenden) 2-Keto-gluconsiure 148t sich durch die Bildung 
eines fluorescierenden Chinoxalins mit o-Phenylendiamin nachpriifen". 

Die beiden Hexosamine werden durch lingere Laufstrecken 
(Entwicklung der Chromatogramme in Kasten mit pyridinreicheren 
Bodenfliissigkeiten, Tab. 1, Spalte b) von den drei haufigen Uronséuren 
hinreichend getrennt, um Fehler in der Bestimmung sowohl der Séuren 
wie der Hexosamine zu vermeiden. Einer Verwechslung von Chondrosamin 
mit Mannuronsaure und von Glucosamin mit 5-Keto-gluconsiure kann 
durch Anfaérbung einer Bahn des Chromatogramms mit Ninhydrin vor- 
gebeugt werden. 

Alkalisalze in der chromatographierten Lésung machen die Trennung der 
Uronséuren nur dann unscharf, wenn ihre Konzentration gréBer als 0,3—0,5-m. 
ist, also etwa 10—20 mal die molare Konzentration der Uronsauren betragt. Durch 
die Salzkonzentrationen, welche die Operationen zur Neutralisation der Uron- 
siuren und Hydrolyse der Uron-Anteile in den Lésungen erzeugen, wird die 
Chromatographie nicht gestért (siehe die Angaben im Methodischen Teil). 

Auch die Anwesenheit von Proteinen und Protein-Spaltstiicken, z. B. in 
den Hydrolysaten von Mucosacchariden, stért die Trennungen und Bestimmungen 
wenig. Die Pufferwirkung dieser Substanzen macht allerdings die Zugabe einer 
gréBeren Menge Lauge zur Hydrolyse der Lacton-Anteile notwendig. Zu beachten 
ist weiterhin, daB Aminoséuren und Peptide die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Uronséuren auf dem Papier merklich erniedrigen. Um bei solchen Hydrolysaten 
unrichtige Identifizierungen der Siuren zu vermeiden, ist es daher niitzlich, nicht 
nur reine Vergleichssubstanzen, sondern auch Lésungen der Vergleichssubstanzen 
in der Analysenfliissigkeit auf den Bahnen neben der Analysenlésung selbst wandern 
zu lassen. 


Die Chromatographie der Urone 


Es wurde schon erwahnt, daB die Urone mit den fir neutrale 
Monosaccharide erprobten Trenngemischen (z. B. Pyridin-Essigester- 
Wasser 11:40:6; v/v) noch schneller als diese wandern (in 10 Stdn. 
20—30 cm) und gut getrennt werden. 


Tab. 2. Rr-Werte der Urone. (Mittelwerte aus 4—8 Einzelwerten; Durchlauf- 
chromatogramme, 10 Stdn., 20°.) 








ae 
Mannuron... 0,52 0,54 
Glucuron. ... 0,57 0,64 
Guluron.... 0,68 0,77 
Glucose .... 0,33 


11M. C. Lanning u. S.8. Cohen, J. biol. Chemistry 189, 109 [1951]. 
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Die Fliissigkeit im Kastenboden wird mit den gleichen Verhaltnissen der 
Bestandteile gemischt, wie die Trennfliissigkeit (Versuche a). Nach langerem 
Gebrauch reichert sich jedoch durch Verdampfung eines Teiles des Essigesters 
Pyridin an; die Folge ist eine etwas schnellere Wanderung der Urone und ihre 
Trennung mit gréBeren Abstaénden (Versuche b). 

In jedem Falle 1aBt sich auch nach kurzer Laufstrecke nicht nur 
Mannuron neben Glucuron, sondern auch Guluron neben Glucuron 
eindeutig nachweisen. Die Identifizierung der Guluronsaure neben der der 
Glucuronsiaure, die auf den Siuren-Chromatogrammen unsicher bleibt, 
gelingt also bei ihren Lactonen. 2-Keto-gluconsiure und 5-Keto-glucon. 
siure bilden keine Lactone. 

Zur genauen quantitativen Bestimmung der Uron-Anteile in einer 
Lésung der lactonisierenden Siuren ist jedoch die Chromatographie 
unter den hier angegebenen Bedingungen nicht geeignet, da waihrend der 
Wanderung zu einem Bruchteil Offnung des Lacton-Ringes erfolgt. Wir 
fanden, daB sowohl Glucuron wie Mannuron, bei Raumtemperatur in 
Wasser gelést und sofort auf das Papier gebracht, zu 3—5% als Sauren 
in unmittelbarer Nahe des Startstriches bleiben und nur zu etwa 86% 
als Lacton-Fleck zu bestimmen waren. Die fehlenden Prozente waren 
auf der Bahn geblieben, mit zunehmender Konzentration nach ihrem 
Ende. Diese ,,Verschleppung ist zwar dem Auge nach Anfarbung des 
Chromatogramms kaum sichtbar, laBt sich jedoch durch genaue Ver. 
gleiche mit den Papier-Leerwerten erfassen. 

Auch aus diesem Grunde, und nicht nur der Einfachheit halber, ist 
zur quantitativen Bestimmung der Uronsiuren die Neutralisation und 
die Hydrolyse der Lacton-Anteile in ihren Lésungen zu empfehlen. 
Zum qualitativen Nachweis der lactonisierenden Séuren bietet die 
Chromatographie der Urone durch die kurzen Laufzeiten und die 
groBeren Flecken-Abstinde ohne Zweifel Vorteile. 


Die Hydrolyse von Polyuroniden 
und die Chromatographie von Diuroniden 


Die Uronsaéuren sind in Naturstoffen enthalten, deren Hydrolyse 
durch Saéuren mit auBerordentlich verschiedenen Geschwindigkeiten er- 
folgen kann. Einfache Glucuronide z. B. sind leicht hydrolysierbar, 
Polyuronide wie die Alginsiure hingegen auBerst schwer!2. Einer be- 
friedigenden Ausbeute der monomeren Spaltstiicke steht die Decarb- 
oxylierung der Uronsiauren entgegen, die mit 12-proz. Salzsiure 
in der Siedehitze in 3—5Stdn. vollstindig verliuft (Bestimmungs- 
methode von Lefévre und Tollens?). Es ist daher verstindlich, dab 
durch Saurehydrolyse der Pektine z. B. héchstens 50% der in ihnen 
enthaltenen Galakturonsiure gewonnen werden". 


122 W.L. Nelson u. L. H. Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 51, 1914 [1929]; 
E. L. Hirst, I. K. N. Jones u. W. O. Jones, J. chem. Soc. [London] 1939, 1880. 

18 Z. I. Kertesz, The pectic substances; Interscience Publishers, New York 
1951. 
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Wir haben die chromatographische Abtrennung und Bestimmung 
der Uronsiuren beniitzt, um Anhaltspunkte tiber ihre Zersetzung beim 
Erhitzen in l-n. und 0,1-n. Salzsiéure zu gewinnen (Tab. 3). 


Tab. 3. Zerstérung der Uronsauren in saizsaurer Lésung bei 100° (jede Uronsaure 
ist in 0,01-m. Lésung). Die Zahlen bedeuten unzersetzte Saiure in % der Ausgangs- 
menge (Mittelwerte aus 3 Einzelbestimmungen). 








l-n. HCl 0,1-n. HCl 
5h | 13h | 20h | 48h | 5h | 13h | 20h | 4gh 
Galakturonsaéure 67 38 23 ' 85 72 63 34 
Mannuronsaéure. . . £0 55 45 16 92 85 77 61 
Glucuronsdiure .. . 78 52 37 9 92 87 80 74 





Man erkennt, da jede mehrere Stunden dauernde Hydrolyse mit 
verdiinnten Mineralséuren in der Hitze betrichtliche Mengen der frei- 
werdenden Uronsiuren zerstért. Zu beachten ist, da die beiden 
lactonbildenden Saéuren bestiéndiger sind als die Galakturonsiure. Die 
méglichst schonende und vollstandige Aufspaltung von Uroniden und 
Polyuroniden ist daher das Hauptproblem ihrer quantitativen Be- 
stimmung. Es ist zu erwarten, daB enzymatische Hydrolysen am meisten 
befriedigen werden, wie sie fiir Pektine bereits erprobt worden sind". 

Bei einer gr6Beren Zahl uronsiéurenhaltiger Naturstoffe ist gefunden 
worden, daf durch Saurehydrolyse Diuronsauren gebildet werden, 
deren weitere Aufspaltung viel schwerer erfolgt. Aldodiuronsiauren, deren 
eine Komponente eine Hexose oder Pentose ist, sind z. B. aus Bakterien- 
Polysacchariden, Gummen, pflanzlichen Schleimen und Hemicellulosen 
erhalten worden!*. Aus Chondroitinschwefelsiure entsteht in guter 
Ausbeute Chondrosin!®, das Disaccharid aus Chondrosamin (Galaktos- 
amin) und Glucuronsiure. 

Auch bei der Hydrolyse einiger der von uns untersuchten Produkte 
entstanden solche Disaccharide mit einer oder zwei Uronsaure- 
Komponenten. Wir fanden, da®B sie sich chromatographisch mit dem 


Tab. 4. Rais-Werte von Diuronsdéuren. (Auf die Wanderungsgeschwindigkeit der 

Glucuronséure = 1 bezogen; Mittelwerte aus 4 Einzelwerten. Durchlaufchromato- 

gramme, 48 Stdn., 20°. Zusammensetzung der Trennfliissigkeit und der Fliissigkeit 
im Kastenboden entsprechend den Versuchen b) von Tab. 1.) 





1. Diuronsiure aus Zuckerriiben-Pektin 0,10 


2. $5 », Alginsaiure 0,13 
3. Bs », Tragacanth 0,47 
4a. Pas », Hyaluronsdure 0,38 
4b. ” ” ” 0,57 
5. -" », Heparin 0,54 





14 Literatur bei: R. L. Whistler u. Ch. L. Smart, Polysaccharide Chemistry; 
Academic Press, New York 1953. 

1 JT. E.O.Schmiedeberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 28, 355 [1891]; 87, 47 [1920]. 
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oben angegebenen Lésungsmittelgemisch scharf abtrennen lassen. Damit 
ist eine Méglichkeit zu ihrer Bestimmung und zur Untersuchung hrer 
Zusammensetzung gegeben, die sich unschwer weiterverfolgen aft, 
Nach Elution der auf dem Papier getrennten Diuronsiuren und Hy dro. 
lyse des Eluats lassen sich die Einzelkomponenten abermals papier. 
chromatographisch identifizieren und bestimmen. 

Die Diuronsiure Nr. 1 gibt bei der Hydrolyse nur Galakturonsiure, ist also 
eine Galakturonido-galakturonsaure. Verb. Nr. 2 ist eine Mannuronido. 
mannuronsaure. Die Zusammensetzung von Nr. 3 wurde nicht weiter unter. 
sucht. Durch Hydrolyse eines Handelspriparates von Sy aiveenerare (aus 
menschlichen Nabelschniiren; General Biochemicals Ing., Chagrin Falls, USA) 
wurden zwei Diuronsauren erhalten. Nr. 4a besteht aus Glucuronsaure und Galak. 
tosamin, Nr. 4b aus Glucuronséure und Glucosamin. Die Diuronsaure Nr. 5 aus 
Heparin enthalt ebenfalls Glucuronsiure und Glucosamin. 

Die partielle Hydrolyse von Hyaluronsaure, Heparin, und 
auch von Knorpel (aus der Luftr6hre vom Rind) und von menschlicher 
Nabelschnur wurde quantitativ verfolgt. Kinige Ergebnisse sind in 
Tab. 5 zusammengefabt. 

AuBer den Diuronséiuren werden verstindlicherweise in mehr oder 
weniger groBen Prozentsaitzen auch die Uronsiuren und die Hexosamine 
frei. Zur Erméglichung einer Bilanz sind in Tab. 5 auch die Prozent- 
sitze Galaktosamin und Glucosamin angegeben, die insgesamt in den 
Ausgangsstoffen vorhanden waren und in besonderen Analysen er. 
mittelt wurden!®. 

Zur Berechnung der Prozentwerte der Diuronsiuren wurde angenommen, 
daB ihre molaren Reduktionswerte dem molaren Reduktionswert des Glucurons 
gleichen. Die nicht eingeklammerten Zahlen in den Spalten a und b bedeuten, zum 
direkten Vergleich mit den anderen Werten, Prozentwerte Glucuron; die ein- 
geklammerten Zahlen bedeuten Prozente Diuronid. Die Prozentwerte der anderen 
Spalten sind auf Uron bzw. Hexosamin-Anhydrid bezogen. 


Tab. 5. Diuronsiuren, Uronsiuren und Hexosamine als Hydrolysenprodukte von 
Polyuroniden (in % der Einwaage). 








1. Knorpel 

2. Nabelschnur 
3. Hyaluronsaure 
4. Heparin 





a) Diuronséure aus Galaktosamin + Glucuronsiure, b) Diuronsaiure aus Glucos- 
amin + Glucuronsaure, c) Freie Glucuronsiure, d) Freies Galaktosamin, e) Freies 
Glucosamin, f) Gesamt-Galaktosamin, g) Gesamt-Glucosamin. 


Bei 1, 2 und 4 Hydrolyse durch 9-stdg. Erhitzen in 1-n. HCl auf 100°, bei 3 
durch nur 1-stdg. Erhitzen. 1 und 2 gaben schon nach 4 stdg. Hydrolyse (1-n.HCl, 
100°) nahezu die gleichen Ergebnisse. 4 hingegen hatte nach 4 Stdn. viel weniger 
der Diuronsaéure entbunden und ist offenbar auch nach 9 Stdn. nur zu 2/, in die 
Diuronsaure gespalten. Alle Priparate waren bei 60°, 0,1 Torr iiber P,O; getrocknet. 
1 und 2 waren vorher mit Aceton entfettet. 4 war ein Na-Salz mit folgenden Daten: 


16 F.G. Fischer u. H. J. Nebel, diese Z., im Druck. 
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1. Damit §-Gehalt 13,34% (auf wasserfreie Substanz berechnet), Asche 40,15%, Wasser- 
ng ih gehalt 8,12%, [a]p = + 42,5°, 1 mg = 1321. E. Wir verdanken das Praparat 
& ‘bret Bowie die Angabe der genannten Daten dem Entgegenkommen der Deutschen 





on la Bt. 
Hy dro. 
papier. 


Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach, Baden. 

Die Analyse des Knorpels zeigt, zu welchem Prozentsatz neben der bekann- 
ten Chondroitinschwefelsaure auch eine der Mucoitin- oder Hyaluronsiaure ahnliche 
Substanz (mit Glucosamin als Komponente) darin enthalten ist. Im Gewebe der 
Nabelschnur ist auBer Hyaluronsiure auch ein galaktosamin-lieferndes Polyuro- 
nid enthalten (in einer Menge von etwa 40% der Glucosamin liefernden Poly- 
siure). Auch in dem Hyaluronsaure-Praparat sind beide Hexosamine als 








, ist also 
ronido. 









Tr unter- — Uronide vorhanden. Es wird festzustellen sein, ob Galaktosamin als regelmaBige 
ire (aus J Komponente in den Praparaten dieser Polysiure vorkommt, die bisher als reines 
ls, USA) ff Glucosamin-Glucuronsaure-Polysaccharid aufgefaBt wurde. Durch saure Hydrolyse 
1 Galak. J yon Heparin ist schon von Wolfrom und Mitarbeitern eine schwefelsaurehaltige 






Diuronsdure isoliert worden, die Heparosinschwefelsiure!’. Es bleibt zu unter- 
suchen, ob die von uns chromatographisch abgetrennte Diuronsdure ebenfalls 
Schwefelséure enthalt. 

Die quantitative chromatographische Untersuchung der Hydro- 
lysen-Spaltstiicke von Polyuroniden dirfte nicht nur fiir ihre Bestim- 
mung in Geweben, sondern auch fiir ihre strukturelle Analyse nitzlich 


werden. 
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Die Auswertung der Chromatogramme 






Die Umsetzung der auf dem Papier getrennten Uronsaiuren und 
Urone mit Triphenyltetrazoliumhydroxyd, die Elution des gebildeten 
roten Formazans und seine photometrische Bestimmung wurden genau 
so ausgefiihrt, wie friiher beschrieben® (siehe auch ,,Methodische An- 









mmen, 

curons § gaben“‘). Es sei betont, daB die in Tab. 6 verzeichneten relativen Re- 
n, zum & duktionswerte nur unter den angegebenen Bedingungen der Formazan- 
le eln- : . . ee : Pa 

nderen & Bildung gelten. Diese Relativwerte kénnen sich durchaus andern, wenn 






die Reaktion zur Farbstoffentwicklung zu einem anderen Zeitpunkt 
unterbrochen wird?. 

Die Reduktionswerte von Glucuronsiure und Mannuronsaure sind 
jedoch stets gleich denen ihrer Lactone. 






te von 






Tab. 6. Relative Reduktionswerte von Uronsiuren und Uronen bei der Formazan- 
Bildung (bezogen auf Glucose = 1; Entwicklung 20 Min. bei 70°; Mittelwerte aus 
4 Einzelbestimmungen). 


































15,1 
20,4 MMGHOS Goiet a A Se aS Mannuronséure .... . . 1,34 
Glucuronsiure ...... 1,36 Mantviron «0... +. a6 
_ SONIEORS © io) 5) oss Stans 1,38 2-Keto-gluconsaure . . . . 1,11 
Teelie Galakturonsfiure. ..... 0,99 5-Keto-gluconsiure . . . . 0,99 
bei $ Wie schon die Untersuchung der Triphenyltetrazolium-Reaktion 
HCI fiir die Bestimmung neutraler Saccharide ergeben hat’, ist es nicht még- 
niger lich, ,,Eichwerte‘‘ zu ermitteln, die den Auswertungen verschiedener 
n die § Chromatogramme zugrunde gelegt werden kénnten. Auch fir die 
— quantitative Bestimmung der Uronsiiuren ist es daher notwendig, auf 





1” M. L. Wolfrom, R. Montgomery, I. V. Karabinos u. R. Rathgeb, 
J. Amer. chem. Soc. 72, 5796 [1950]. 





16* 
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jedem Papierbogen Vergleichslésungen bekannter Konzentration mit. 
zuchromatographieren. 

Da unter den angegebenen Bedingungen scharf umrissene, deu lich 
voneinander getrennte Flecken erhalten werden. die ein Ausschneiden 
gleicher Flachen erméglichen, betragen die maximalen Streuungen der 
Werte 5%, die mittleren 1—2%. Die Genauigkeit der Methode gleicht 
also der, die bei den neutralen Sacchariden erreicht wurde. 


Methodische Angaben 
1. Die Analysenlésungen 


Die zu analysierenden Lésungen sollen mindestens 0,05%, besser aber 
0,1—0,5% jeder einzelnen Uronsiure-Komponente enthalten. Da Alkalisalze die 
Chromatographie empfindlich stéren, wenn ihre Konzentration héher als etwa 
0,3-m. (0,2—0,4%) ist, miissen aus den Hydrolysaten die Mineralséuren vollstandig 
entfernt werden. Hydrolysate, die mit konzentrierter oder iiberkonzentrierter 
Salzsaure bereitet worden sind und nach dem Verdiinnen auf die geeignete 
Uronsauren-Konzentration stirker als 0,5-n. wiren, werden durch Destillation 
im Vak. der Wasserstrahlpumpe (Badtemperatur nur bis 40°) von der Haupt- 
menge der Mineralsaure befreit (jedoch héchstens bis zu einer Saccharid-Konzen- 
tration von 20%, da sonst Zersetzungen und Reversionen auftreten). Nach dem 
Verdiinnen auf etwa 0,5-n. wird dann die nahezu vollstandige Entfernung der 
Salzsiure mit Silbercarbonat vorgenommen, ebenso wie aus Hydrolysaten, 
die bei geeigneter Konzentration der Uronsiuren von Anfang an nicht starker 
sauer sind. Nach Titration der freien Salzsiure in einem aliquoten Teil der Lésung 
(bis px 3—4; Methylorange-Methylenblau) werden 10 ml in einem Zentrifugenglias- 
chen bei Raumtemperatur mit der ber. Menge trockenem Silbercarbonat verriihrt 
und nach 30 Min. klar zentrifugiert (zur Vermeidung einer Verdampfung Stopfen 
aufsetzen!). Ein Uberschu8 an Silbercarbonat ist unbedingt zu vermeiden. In der 
Lésung vorhandene Silber-Ionen wiirden beim Alkalisieren (zur Hydrolyse der Lac 
tone) reduziert werden, unter Oxydation entsprechender Mengen der Uronsauren. 

Verluste durch Adsorption der Uronsiuren (und der neutralen Saccharide) 
am Silberchlorid-Niederschlag treten nicht ein. Wiederholte Kontrollversuche 
ergaben Fehler von héchstens 2%, und zwar meistens im Sinne einer Konzen- 
trierung der Lésung. 

Schwefelsaure Hydrolysate werden, falls erforderlich, so weit verdiinnt, 
daB sie héchstens 1-n. sind. Die Fallung der Sulfat-Ilonen wird (nach Titration 
der freien Saure bis py 3—4 in einem aliquoten Teil) ebenfalls in einem Zentrifugen- 
glas durch Verriihren mit der ber. Menge Calciumcarbonat vorgenommen, 
Durch die Abscheidung von CaSQ,-2 H,O findet keine meBbare Anderung der 
Konzentration der Uronséure in der Lésung statt. In einer zur Nachpriifung an- 
gestellten Versuchsreihe mit den drei Uronsiuren lagen die Fehler innerhalb der 
methodischen Fehlergrenze. 

Ungeeignet zur Entfernung der Schwefelsiure sind Bariumcarbonat oder 
Bariumhydroxyd. Wir wiesen nach, da8 Galakturonsiure mit dem Bariumsulfat 
(als Bariumsalz) mitgerissen wird, sobald mehr Barium-Ionen zugesetzt werden 
(auch als Bariumacetat), als den Sulfat-Ilonen gerade entspricht (Verluste bis 
zu 50%). Der Calciumsulfat-Niederschlag hingegen enthalt in keinem Falle Uron- 
sauren und 1aBt sich leicht abtrennen. 

Ein Einengen der entsauerten Lisungen vor dem Auftragen auf das Papier 
wird nur erforderlich sein, wenn etwa mit der 20 fachen Gewichtsmenge 75-proz. 
Schwefelsiure hydrolysiert werden muBte und die Analysensubstanz weniger als 
10% Uronsaéuren hatte. 

Hydrolysen mit verdiinnten Mineralsiuren (HCl, H,SO,) in der Hitze werden 
am zweckmaBigsten mit einem bestimmten Volumen bekannter Konzentration im 
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nigeschmolzenen Réhrchen ausgefiihrt. Die Entsiuerung mit der ber. Menge Silber- 
carbonat bzw. Calciumcarbonat und die Zentrifugation des Niederschlags kann 
dann ohne weiteres im Réhrchen selbst stattfinden. 

Die derart von Mineralsaéuren befreiten Liésungen enthalten die lactonisie- 
renden Uronsauren zum Teil als Urone. Zur quantitativen Uberfiihrung in die 
Uronate wird ein pipettiertes Volumen (z. B. 5—8 ml in einem 10-ml/-MeBk6lbchen) 
nach Zugabe von je 1 Tropfen Phenolphthalein- und Thymolphthalein-Liésung mit 
Natronlauge (0,l-n. oder l-n., wenn auch puffernde Stoffe, wie Aminosdéuren oder 
Peptide im Hydrolysat vorliegen) gerade bis zur Rotfarbung (nicht Blaufarbung!) 
versetzt und nach 5 und 10 Min., falls erforderlich, auf die gleiche Alkalitaét nach- 
gestellt. Nach 1-stdg. Stehenlassen wird durch Zugabe von einem oder zwei 
Trépfchen 2-n. Essigséure neutralisiert und auf ein bestimmtes Volumen aufge- 
fillt. Die Lésungen sind damit zur Chromatographie fertig. 

In einer Versuchsreihe wurde festgestellt, da8 unter den oben beschriebenen 
Hydrolysen-Bedingungen keine Verluste an Uronsauren eintreten. Wird hingegen 
die Hydrolyse in starker alkalischen Lésungen ausgefiihrt, so treten in geringem 
Umfang Zersetzungen der Uronate ein (z. B. Glucuron mit 1,1 Aquiv. 0,1-n. NaOH, 
2 Stdn. bei 20°: 2,5% Verlust; mit 4 Aquiv.: 6,5% Verlust). Es ist ratsam, sowohl 
die Analysen- wie die Vergleichslésungen méglichst bald nach ihrer Herstellung zu 
chromatographieren, héchstens wenige Tage im Eisschrank stehen zu lassen. Be- 
sonders in neutralen Lésungen kénnen zuweilen Substanzverluste durch Mikroorga- 
nismen sehr schnell eintreten. 


2. Vergleichslésungen 


Fiir die Lacton-Chromatogramme wurde Glucuron (Merck) und ein selbst 
aus Alginsaéure hergestelltes, zweimal umkristallisiertes Mannuron-Praparat (vom 
Schmp. 192°) verwendet (iiber P.O, bei 0,1 Torr bis zur Gewichtskonstanz getrock- 
net). Die Vergleichslésungen fiir die Chromatographie der Uronsaiuren enthielten 
ihre Natriumsalze, die aus Galakturonsaure (p.a., Hoffmann-La Roche), 
bzw. aus Glucuron und Mannuron mit der ber. Menge Lauge hergestellt wurden. 
Die Glucuronsaure JaBt sich zweckmaBig auch als leicht zu gewinnendes Natrium- 
salz (mit 1 H,O) aufbewahren und einwiegen: Die Lésung von Glucuron in der ber. 
Menge carbonatfreier 0,5-n. NaOH wird nach 1-stdg. Stehenlassen schnell auf 70° 
erwirmt und mit Athanol bis zur beginnenden Triibung versetzt. Die feinen 
Nadeln werden abgesaugt, mit Athanol gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber 
Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Die 2-Keto-gluconsaure und die 5-Keto-gluconsaure lagen als chro- 
matographisch einheitliche, kristallisierte p. a. Calciumsalze vor (bei 60°, 0,1 Torr 
iiber P,O,; getrocknet). Die sirupése L-Guluronsaure war durch Reduktion von 
Zuckerséure dargestellt}*. 


3. Die chromatographischen Trennungen 


Zu ihrer Ausfiihrung siehe 1. c.* und auch 1. c.1®. Es ist wesentlich, daB die 
Glaskasten dicht schlieBen, um ein allzuschnelles Verdampfen des Essigesters zu 
verhindern, weiterhin, daB zur schnellen und vollstandigen Dampfsattigung etwa 
0,5 1 Flissigkeit im Kastenboden sich befinden und seine inneren Seitenwande mit 
Filtrierpapierstreifen beklebt sind. 

Zur Chromatographie werden auf die Papierbogen (Whatman-Papier Nr. 1) 
pro Startstrich von 2 cm Lange 5—50 yl der Analysen- und Vergleichslésungen in 
abwechselnder Reihenfolge aufgetragen (mit 5—50 yg von jeder einzelnen Kompo- 
nente) in 2- oder 3 fach gestaffelten Mengen (etwa 1 : 2:4). Die Trennung ist noch 
vollstandig und scharf, wenn 200 wg der einzelnen Uronsaéuren pro 2 cm Start- 
strich aufgetragen werden (als Natriumsalze). 


18 M. Sutter u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 21, 1210 [1938]. 
19 F.G. Fischer u. H. Dirfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]. 
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Nach dem Herausnehmen aus dem Chromatographie-Kasten werden die 
Papierbogen 2 Stdn. im Luftstrom von 40° getrocknet (Ventilator-Trockenschrank), 
Kine derartig weitgehende Trocknung ist notwendig, um die Essigsaure vollstindig 
zu entfernen; diese wiirde sonst die Formazan-Bildung erheblich verringern. 

Beziiglich der Entwicklung der Farbflecken, ihrer photometrischen 
Auswertung, der graphischen Ermittlung der Leerwerte und der Aus. 
rechnung der Analysenergebnisse sei auf unsere friihere Arbeit verwiesen®. Zur 
flachengleichen Umgrenzung der auszuschneidenden Farbflecken wurde eine 
Schablone aus durchsichtigem Material verwendet. Streuungen und Fehlergrenzen 
der Bestimmungen sind etwa die gleichen, wie bei der Chromatographie der neu- 
tralen Saccharide: 18 Einzelbestimmungen eines Gemisches aus je 0,05 bzw. 0,1 
bzw. 0,2 uMol (pro 2 cm Startstrich) Gaiakturonsiure, Glucuronséure und Mannuv- 
ronsaure (die beiden letzten als Ba-Salz) ergaben eine maximale Streuung von 5%, 
eine mittlere Streuung von 1,5%. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemie fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Die papierchromatographische Trennung und die quantitative Be- 
stimmung von Glucuronsaiure, Galakturonsiure und Mannuronsiure, 
ferner von Guluronsiure, 2-Keto- und 5-Keto-gluconsiure, Glucuron, 
Mannuron und Guluron, wird angegeben. 

Auch -einige Diuronsiuren werden papierchromatographisch ge- 
trennt und charakterisiert. 


Summary 


The paper chromatographic separation and quantitative estimation 
of glucuronic, galacturonic, mannuronic and guluronic acid, 2-keto- and 
5-ketogluconic acid, glucurone, mannurone and gulurone, are described. 

Some diuronic acids are also separated and characterized by means 
of paper chromatography. 





Bd. 301 (1955) 


Uber die enzymatische Wirkung von Influenzavirus 


Von 
E. Klenk, H. Faillard und H. Lempfrid 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mai 1955) 


Nach Hirst! besitzen die Influenzaviren enzymatische Eigen- 
schaften. Sie spalten von der Oberflache der infizierbaren Zellen und der 
Erythrocyten den Receptor ab, durch welchen sie an die Zellen gebunden 
werden. Der Hypothese liegt die Beobachtung zugrunde, daB das Virus 
an die Erythrocyten (unter Agglutination derselben) adsorbiert und nach 
einiger Zeit wieder eluiert wird, wobei die Erythrocyten ihre Eigenschaft, 
mit dem Virus in Reaktion treten zu k6nnen, verlieren. Ein ahnliches 
Enzym wurde von Burnet? in der Kultur von Choleravibrionen auf- 
gefunden. Auch dieses spaltet den Receptor von den Erythrocyten ab 
(receptor destroying enzyme, RDE). Dementsprechend kann die Virus- 
infektion der Zellen des Respirationstrakts durch Vorbehandlung mit 
RDE verhindert werden’. 

Neue interessante Ausblicke erdffnete die im Laufe der Jahre ge- 
machte Beobachtung, daf die Virus-Haimagglutination durch Mucine 
verschiedener Herkunft gehemmt wird. Auch die unspezifische hem- 
mende Wirkung des Blutserums ist auf ein Mucin dieser Art zuriickzu- 
fihren. Unter dem EinfluB des Virus oder des RDE werden diese Mucine 
so verandert, daB ihre biologische Wirksamkeit verloren geht. Es be- 
steht deshalb eine gewisse Berechtigung mit Burnet’ anzunehmen, dab 
in diesen Mucinen eine Wirkgruppe vorkommt, die mit dem Zellreceptor 
identisch oder ihm jedenfalls sehr ahnlich ist, und daB die Affinitét des 
Virus zum Mucin durch diese Wirkgruppe vermittelt wird. In der Tat ist 
es Gottschalk® im Burnetschen Institut gelungen, die Abspaltung 
einer dialysierfahigen, niedrigmolekularen Substanz aus dem Ovomucin 
durch das Influenzavirus experimentell festzustellen. Denselben Ver- 
such fiihrte er auch mit dem von Tamm und Horsfall® dargestellten 
elektrophoretisch einheitlichen Harnmucin aus, das die Eigenschaft 
eines hochwirksamen Hamagglutinations-Hemmstoffs besitzt. 


1 G.H. Hirst, J. exp. Medicine 75, 49 [1942]. 

2 F. M. Burnet u. J. D. Stone, J. Biol. 25, 227 [1947]. 

3 J.D. Stone, Austral. J. exp. Biol. med. Sci. 26, 287 [1948]. 

4 F. M. Burnet, Croonian Lecture, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 188, 
47 [1951], siehe auch F. M. Burnet, Angew. Chem. 66, 417 [1954]. 

5 A, Gottschalk u. P. E. Lind, Nature [London] 164, 232 [1949]; A. Gott- 
schalk, Nature [London] 167, 845 [1951]. 

6 1.Tamm u.F.L. Horsfall, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 108 [1950]. 
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Das bisher noch nicht in reiner Form isolierte Spaltprodukt gleicht 
in einigen seiner Eigenschaften der Neuraminséure, welche schon im 
Jahre 1941? in Form ihrer gut kristallisierten Methoxylverbindung aus 
Gangliosiden und spater® aus Mucinen, unter anderem auch aus Harn. 
mucin, dargestellt werden konnte. Damit schien die Méglichkeit gegeben, 
daB sowohl der Zellreceptor fiir das Virus wie auch die Wirkgruppe des 
Mucins der Neuraminsiure nahesteht. 

Zur Klarung dieser Frage haben wir die enzymatische Wirkung des 
Influenzavirus auf das Harnmucin und die dabei auftretenden Spalt- 
produkte etwas eingehender untersucht. 

Bei den zahlreichen Ansiatzen, die wir gemacht haben, wurden 
23—53% der im eingesetzten Mucin vorhandenen Neuraminsiéure ab. 
gespalten. Das neuraminsiurehaltige Spaltprodukt verhielt sich papier. 
chromatographisch wie die vor kurzem von uns® aus dem Submaxillaris- 
mucin gewonnene N-Acetyl-neuraminsiure. Sie gleicht der letzteren vor 
allem auch durch ihre groBe Alkaliempfindlichkeit. Wie bei dieser ent- 
steht durch Erhitzen mit verdiinntem Alkali (n/10-Natronlauge) Pyrrol- 


a-carbonsaiure. Neben diesem Neuraminsdurederivat fanden sich in dem ] 


Ultrafiltrat der Ansiatze noch regelmaBig in nicht unbetrichtlichen 
Mengen Aminosauren. Die Isolierung des Spaltprodukts gelang durch 
kombinierte Anwendung von papierchromatographischen und _ papier- 
elektrophoretischen Methoden. Die erhaltene kristallisierte Verbindung 
war, wie erwartet, mit N-Acetyl-neuraminsaure identisch. 

Neuerdings hat Gottschalk?! die Ansicht ausgesprochen, da® das 
Spaltprodukt eine N-Glykosyl-pyrrolcarbonsiure ist. Er stiitzte sich 
darin 1. auf die Befunde von Odin"!, wonach alle Mucine, welche die 
Eigenschaft eines Hamagglutinations-Hemmstoffs haben, ohne weitere 
Vorbehandlung die Ehrlichsche Reaktion geben, sowie 2. auf seine 
eigenen Beobachtungen, wonach aus einem die Virus-Hamagglutination 
stark hemmenden Submaxillarismucin nach milder Alkalibehandlung 
Pyrrol-a-carbonsaure in Freiheit gesetzt wird, welche spontan, schon in 
der Kalte eine intensive Ehrlichsche Reaktion gibt. Wie wir bereits an 
anderer Stelle® gezeigt haben, kann die Acetylneuraminsiure, obgleich 
ihr Verhalten in jeder Hinsicht der obigen Substanz gleicht, nicht als 
ein Derivat der Pyrrol-«-carbonsiure aufgefaBt werden: 

Da die Acetylneuraminsiure in allen unseren Versuchen von Amino- 
siuren begleitet war, erscheint die Frage berechtigt, ob die letzteren 
nicht ebenfalls durch das Virus vom Mucin enzymatisch abgespalten 
wurden. Eine endgiiltige Stellungnahme hierzu ist vorléufig noch nicht 
méglich. Wir halten es nicht fiir ausgeschlossen, da8 die Aminoséuren 
als Verunreinigungen in den von uns selbst mit behelfsmaBigen Mitteln 


7 E. Klenk, diese Z. 268, 50 [1941]. 

8 E. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 
® KE. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 298, 230 [1954]. 
10 A. Gottschalk, Yale J. Biol. Med. 26, 352 [1954]. 

1 LL. Odin, Nature [London] 170, 664 [1952]. 
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hergestellten Viruskonzentraten vorhanden waren oder daf ihr Vor- 
handensein auf die Schwierigkeit, die Ansaitze vollig steril zu halten, zu- 
rickzufthren ist. Diese Frage bedarf noch einer weiteren Nachprifung. 
Dagegen kann aber nach unseren Beobachtungen kein Zweifel dariiber 
bestehen, daB die isolierte Acetylneuraminsaure durch das Virusenzym 
aus dem Mucin in Freiheit gesetzt wurde. 


Beschreibung der Versuche 
Zichtung des Influenza-Virus B-Lee 


Beimpfung 9—11 Tage alter Hiihnerembryonen in den Allantoissack mit 
6,2cem einer Virusverdiinnung in physiol. Natriumchlorid-Lésung mit einem 
Hamagglutinations (H. A.)-Titer von 1:20 bis 1:50. Zu je 1 ccm der Impffliissigkeit 
kamen etwa 50 E Penicillin und Streptomycin. Die beimpften Eier wurden 2 Tage 
lang bei 36° senkrecht stehend mit der Luftblase nach oben bebriitet und an- 
schlieBend tiber Nacht in den Kiihlschrank (0—4°) gestellt. Nach Entfernung der 
Eischale itiber der Luftblase und Entfernung der Kalkhaut wurde die virushaltige 
Allantoisfliissigkeit nach Eréffnung der Allantois mit einer Spritze abgesaugt. Die 
H. A.-Titer der so gewonnenen Fliissigkeit lagen in der Regel zwischen 1:320 bis 
1:640. 


Titerbestimmung! 


Von einer 1:10 verdiinnten Allantoisfliissigkeit ausgehend, wurden Ver- 
diinnungsreihen mit physiol. Natriumchlorid-Lésung in der Zweierpotenz angelegt 
mit einem Vol. von 0,4ccm. Dazu wurden 0,4 ccm einer 1-proz. Hiihnerblut- 
kérperchen (Hbikp.)-Aufschwemmung in physiol. Natriumchlorid-Lésung hinzu- 
gegeben und der Ansatz 1 Stde. im Kiihlschrank belassen. Der Reziprokwert der 
Verdiinnung des letzten Réhrchens mit deutlicher Agglutination zeigte den H. A.- 
Titer an. Die Virusmenge, die den Agglutinationsendtiter bewirkt, entspricht einer 
Agglutinationsdosis. 


Anreicherung des Virus 


a) Durch Adsorption an Menschenblutkérperchen: Vor der Adsorp- 
tion wurden durch 14-stdg. Zentrifugieren bei etwa 3000 g grobe Partikel abge- 
trennt. Zu 75—80 ccm klarer Allantoisfliissigkeit wurden 0,5 com Blkp.-Bodensatz 
von Citratblut, das 2--3 mal mit physiol. Natriumchlorid-Lésung ausgewaschen 
worden war, zugesetzt. Die Bindung des Virus erfolgte in der Kilte bei 0O—4° in 
30—40 Minuten. Danach kurzes Abzentrifugieren der Blkp. und Entfernung der 
iiberstehenden Fliissigkeit. Die Blkp. wurden in physiol. Natriumchlorid-Lésung 
aufgenommen und nach Zugabe von 1—1,5 mg Supracillin erfolgte die Elution bei 
37° in 12—18 Stunden. 

b) Durch Zentrifugieren: Da durch die Adsorption nicht alles Virus 
erfaBt werden konute, wurde der Rest durch 2 stdg. Zentrifugieren der Allantois- 
fliissigkeit mit 25000 g bei 4° nochmals angereichert. Der Bodensatz wurde in 
_— Natriumchlorid-Lésung aufgenommen und die Lésung bei 3000 g zentri- 
ugiert. 


Indikatorvirus!? 


Virus mit agglutinierenden Eigenschaften, das noch von den Blkp. gebunden 
wird, aber nicht mehr eluieren kann, und dessen Infektiositat verschwunden ist, 
wurde durch %4-stdg. Erhitzen im Wasserbad bei 56° dargestellt. ° 


12 J, Tamm u. F. L. Horsfall jr., J. exp. Medicine 95, 71 [1952]. 
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Mucin 


Darstellung nach Anderson!*. Zu 10] mannlichen Sammelurins wurden 
200 cem einer 20 Vol.-proz. Lésung von Benzoesaure in Aceton zugegeben. Nach 
18—36 Stdn. hatte sich ein flockiger Niederschlag gebildet, der nach Absaugen der 
iiberstehenden Fliissigkeit 2 mal mit Aceton ausgewaschen wurde. Der Bodensatz 
wurde in aqua dest. gelést und der py-Wert mit 2-n.NaOH auf 9—9,5 eingestellt. 
Nach 12—24 stdg. Stehenlassen und 24-stdg. Dialyse gegen flieBendes Leitungs. 
wasser wurde der Dialysierschlauchinhalt zentrifugiert und die iiberstehende 
opalescente Fliissigkeit zu dem 5-fachen Vol. Aceton (auf 0° abgekiihlt) gegeben. 
Dabei fiel das Mucin weiBflockig aus. Das gefallte Mucin wurde abzentrifugiert und 
in aqua dest. aufgenommen. Die Lésung wurde gefriergetrocknet oder sofort zum 
Spaltungsversuch verwandt. 


Bestimmung der Hemmwerte des Mucins! 


Von 0,2 ccm einer Mucinlésung, deren Konzentration bekannt oder deren 
Neuraminsaure(NS)-Gehalt nach Klenk und Langerbeins! bestimmt worden 
war, wurden Verdiinnungen mit physiol. Natriumchlorid-Lésung in der Zweier- 
potenz angelegt. Zu jeder Verdiinnungsstufe kamen 0,2 cem einer Lésung des 
Indikatorvirus mit 4 Agglutinationsdosen, die 1 Stde. bei Zimmertemp. auf das 
Mucin einwirkten. Danach Zugabe von 0,4 ccm einer 1-proz. Hblkp.-Suspension. 
Der Test wurde nach 1-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemp. abgelesen. Der Hemm- 
wert fiir eine Agglutinationsdosis lag bei einem Viertel der Konzentration, die durch 
das letzte Rohrenen ohne und das erste Réhrchen mit H. A. bestimmt wurde. 


Spaltungsansatz 


Zu einer Mucinlésung bekannten NS-Gehaltes wurde eine Aufschwemmung 
konzentrierten Virus in physiol. Natriumchlorid-Lésung zugegeben, in der sich 
zur Vermeidung bakterieller Verunreinigungen 1—1,5 mg Supracillin befand. Die 
Mischung blieb 12—21 Stdn. bei 37° stehen und wurde dann durch ein Ultrafilter 
von der PorengréBe 5—10 my filtriert und der NS-Gehalt im Filtrat bestimmt. 
Spaltungsergebnisse siehe Tab. 1. 


Kontrollen 


1. Konzentrierte Virus-Aufschwemmung vom Titer 1:5000 gab in 1 cem keine 
Reaktion auf NS. 

2. Bei Ultrafiltration von 6,5 cem einer Mucinlésung mit 0,482 mg NS/ecm 
war in 1 ccm Ultra-Filtrat keine NS nachweisbar. 

3. Bei Ultrafiltration von 7,5 cem einer Mucinlésung mit 0,482 mg NS/ccm 
die 18 Stdn. bei 37° bebriitet worden war, war in 1 ccm Filtrat keine NS nachweisbar. 

4. 160 cem Allantoisfliissigkeit von 13 Tage alten, nicht infizierten Hiihner- 
embryonen wurden mit Blkp. behandelt wie virushaltige Allantoisfliissigkeit und 
die Blkp. anschlieBend in physiol. Natriumchlorid-Lésung aufgenommen und 
15 Stdn. ,,eluiert“‘. 5 cem dieser Lésung wurden zu 20 com Mucinlésung mit 0,305 mg 
NS/cem zugegeben und 18 Stdn. bebriitet. In l1'ccm Ultrafiltrat keine NS nach- 
weisbar. 

5. 2cem Virus-Aufschwemmung vom Titer 1:5000 wurden im kochenden 
Wasserbad 1% Stde. erhitzt. Der Hamagglutinationstest war danach negativ. Die 
erhitzte Virus-Aufschwemmung wurde zu 6 ccm Mucinlésung mit 0,595 mg NS/cem 
und einem Hemmwert von 0,196—0,098 y gegeben. Der Ansatz, dem noch 1 mg 
Supracillin zugefiigt wurde, wurde 18 Stdn. bebriitet. In 1 ccm Ultrafiltrat war 
keine NS nachweisbar. 


13 A, J. Anderson, Biochem. J. 56, XXV [1954]. 
M4 KE. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
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NS-Gehalt des Mucins und Hemmwert 


Um einen Uberblick iiber den ongefaihren Mucingehalt von Lésungen zu 
bekommen, wurde von einigen gefriergetrockneten Mucinproben I—IV der NS- 
Gehalt bestimmt. NS gef.: I 4,32 (4,13)°%; Ii 4,43 (4,46)%; III 4,10 (4,51); 
IV 4,03 (4,34)°,. Hemmwert in y/Agglutinationsdosis (A. D.): I 0,02—0,01; 
Il 0,035 —0,0175; III 0,001 —0,0005; IV 0,1—0,05. 

An Hand dieser Ergebnisse la8t sich der Mucingehalt einer Lésung aus dem 
NS-Gehalt annahernd berechnen, wenn man den NS-Gehalt des Mucins von rund 
4°,, zugrunde legt. 


Tab. 1. Ergebnis der enzymatischen Spaltung. 











Menge der 
Ansatz Mucinlésung Viruslésung abgespaltenen 
Dauer| Neuraminsaure* 
der in ® 
Neu- Bebrii- 
. der an- 
ramin- | Hemmwert tung anadietie 
Nr. com saiure- pro A.D. ccm | Titer mg 8 an. 
Gehalt* : 
ramin 
mg y Stdn. sdure 





13,2 6,37 | 0,036—0,018 
15,0 9,59 0,16—0,08 
31,8 11,95 | 0,196—0,098 
30,0 6,79 — ** 
20,0 11.37 |0,02 —0,01 
19,0 12,23 | 0,002—0,001 
30,0 9,13 <0,001 
20,0 10,42 |0,01 —0,005 
36,0 15,15 | 0,02 —0,01 


5000} 18 2,87 45.0 
:10000} 21 5.10 53,2 
5000} 21 2,97 24,9 
2500) 15 2,47 36,5 
15 2,75 24,2 
5000} 15 4,13 33,8 
5000} 18 3,11 34,1 
5000} 18 4,38 42.0 
:40000) 18 4,96 32,8 


32,74 


* berechnet als Methoxy-neuraminséure. ** der Hemmwert wurde nicht bestimmt. 
Anmerkung: dem Ansatz Nr. 7 wurden 7,5 mg, dem Ansatz Nr. 8 10,2 mg und dem Ansatz 
Nr. 9 8,7 mg CaCl, zugefiigt. 
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Die Entfernung der anorganischen Beimengungen aus dem Ultra- 
filtrat 


Das Ultrafiltrat der enzymatischen Mucinspaltung wurde unmittelbar nach 
der Filtration von anorganischen Beimengungen (Na®, Ca?® und Cl®) befreit. 
Die aus jeweils einer Spaltung stammende Ultrafiltratmenge betrug zwischen 20 
und 60 cem, ihr py-Wert schwankte zwischen 5,8 und 6,9. Nur bei dem Ansatz 6 
war der po-Wert 7,9. Um mit Riicksicht auf die groBe Alkaliempfindlichkeit der 
Acetyl-NS zu vermeiden, da bei der Fallung der Chlorionen mit Silberacetat 
infolge der in reichlicher Menge vorhandenen Natriumionen alkalische Reaktion 
auftrat, wurde das Ultrafiltrat zunachst zur Entfernung der Hauptmenge Na® und 
Ca? iiber eine mit Salzsiure aufgeladene Saiule aus Lewatit CNO (Kationenaus- 
tauscher) filtriert. Die Lésung wurde anschlieBend durch Gefriertrocknung auf ein 
Vol. von etwa 5 ccm eingeengt und dann mit heib-gesattigter Silberacetatlésung 
versetzt und vom ausgefallenen Silberchlorid abfiltriert. Das in gefrorenem Zustand 
erneut auf etwa 10 ccm eingeengte Filtrat wurde dann zur Entfernung der iiber- 
schiissigen Silberionen nochmals tiber eine Lewatit-CNO-Saule filtriert. Nach 
Gefriertrocknung iiber H,SO, in Gegenwart von Atznatron konnte eine blaBgelb 
gefirbte sirupése Substanz erhalten werden, die aschefrei war. Menge und 
NS-Gehalt siehe Tab. 2. 
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Tab. 2. Neuraminsaure-Gehalt in der aschefreien Substanz. 
































Ultrafiltrat aschefreie Substanz 
Menge NS Menge NS-Gehalt 
PH in m in m ; 

6 we % mg 

1 6,8 2,83 19,5 12,6 2,45 
2 6,3 5,02 11,9 40,2 4,78 
3 6,1 2,70 19,3 12.9 2,49 
4 5,8 2,30 18,1 LD f 2,12 
5 6,3 2,70 19,7 12,4 - 2,46 
6 7,9 4,02 32,1 7,8 2,49 
rf 6,5 3,06 21,4 13,5 2,89 
8 6,8 4,28 21,6 he ees 3,82 
9 6,9 5,66 21,1 24,9 5,25 
32,57 28,75 


Von jeder der in Tab. 2 aufgefiihrten 9 Mucinspaltungen wurde die aschefreie 
Substanz in 2 Flecken auf Papier (Schleicher & Schiill 2043b) aufgetragen und in 
Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5 aufsteigend 36—40 Stdn. chromatographiert. Von 
dem nach Trocknung in 2 Teile geschnittenen Chromatogramm (Abb. 1 zeigt das 
Chromatogramm der 1. Fraktion aus Tab. 2) wurde der Teil A mit 0,1°{, Ninhydrin 
in wassergesattigtem Butanol eingespriiht und 5 Min. auf 105° erhitzt. Teil B 
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Lage Abb. 1. Papierchromatogramm von Nr. 1 (Tab. 2). 
A: Ninhydrinfarbung, 
B: Farbung mit Bials Reagens. 
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wurde mit 1:1 mit Wasser verdiinntem Bialschem Reagens bespriiht und 2 Stdn. 
in einem Glastopf iiber halbkonz. Salzsiure auf 60° erwirmt. Teil A ergab im 
wesentlichen in allen 9 Fraktionen das gleiche Bild, namlich 8--9 verschieden 
schnell wandernde Aminosauren, von denen — von der Startlinie aus gerechnet — 
die ersten 3 tiefrotviolett erschienen, wihrend der 4. Fleck gelb, der 5. rosa und der 
7. Fleck blau waren. Die iibrigen Flecke hatten rétlich braune Farbe. In Teil B 
zeigte sich bei allen 9 Fraktionen stets ein einziger blau-violetter Fleck auf gleicher 
Hohe. Seine Anfarbung gelingt genau so gut mit dem nach Edward und Waldron 
modifizierten Ehrlichschen Reagens, wobei man einen rétlichen Fleck erhilt. 
Auch mit Perjodat und Boratpuffer laBt sich die Substanz nach Metzenberg 
und Mitchell'® als weiBer Fleck auf blauschwarzem Untergrund erkenntlich 


16 J.T. Edward u. D.M. Waldron, J. chem. Soc. [London] 1952, 3631. 
16 R. L. Metzenberg u. H. K. Mitchell, J. Amer. chem. Soc. 76, 4187 [1954]. 
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machen. Eine der begleitenden Aminosdéuren mit dem Rr-Wert 0,20 ergibt hierbei 
ebenfalls eine schwache Reaktion (Abb. 1). 

Die 6.Spaltung (Tab. 2) ergab, offenbar hervorgerufen durch die alkal. 
Reaktion des Ultrafiltrates, schon in der Kalte eine positive Reaktion mit Ehrlichs 
Reagens. Hierdurch ist auch die schlechte Ausbeute an Neuraminsaure aus dieser 
Fraktion erklarlich. Im Chromatogramm zeigten sich nach Anfarben mit dem nach 
Edward und Waldron’ modifizierten Ehrlichschen Reagens noch 2 weitere 
schneller wandernde Substanzen. Bei den Spaltungsansitzen ist deshalb streng 
darauf zu achten, da8B die Lésung nicht alkalisch wird. 


Praparativ-papierchromatographische Trennung 


Zur weiteren Anreicherung des NS-haltigen Spaltproduktes wurde nunmehr 
die aschefreie Substanz aus den 9 Mucinspaltungen einer praparativen papier- 
chromatographischen Trennung unterworfen. Hierzu wurden 20—50 mg Trocken- 
substanz (entspr. etwa 5 mg NS) in etwa 4 ccm Wasser geldst (klare schwach gelb 
gefarbte Lésung), auf einen 50x 50 cm groBen Bogen Filtrierpapier (Schleicher & 
Schiill 2043 b) in einer geraden, etwa 5 mm breiten Linie, 5 cm vom unteren Papier- 
rand entfernt, aufgetragen. Nach dem Zusammennéhen der beiden senkrecht zur 
Auftragungslinie stehenden Bogenkanten entwickelte man auf dem so entstandenen 
Papierzylinder das Chromatogramm mit Butanol-Kisessig-Wasser 4:1:5 bei 25° 
aufsteigend. Nach 48 Stdn. befand sich die Lésungsmittelfront etwa 35 cm von der 
Startlinie entfernt. Der Bogen wurde dann zur Entfernung des Lésungsmittels 
6Stdn. bei Zimmertemperatur im Vakuumtrockenschrank getrocknet. Durch 
Abschneiden von 2 je 1 cm breiten Streifen vom Rande des Bogens und Einfarben 
mit Ninhydrin bzw. Bials Reagens (wie oben beschrieben) stellte man die Lage 
des NS-haltigen Spaltprodukts und der Aminosiuren fest und schnitt dem- 
entsprechend den das NS-haltige Spaltstiick enthaltenden 4.5 cm breiten Streifen 
aus dem Papierbogen heraus. Die Substanz wurde mit Wasser bei einer Raumtempe- 
ratur von +1° in einem Exsiccator eluiert und durch Gefriertrocknung aus der 
Lésung zuriickgewonnen. Ergebnis siehe Tab. 3. 


Tab. 3. Ergebnis der papierchromatographischen Trennung. 





























. : eluierte Substanz 
Ausgangsmaterial eingesetzte 
aus Mucin- NS-Menge Menge in NS-Gehalt 
Spaltung Nr. in mg mg 
- m i. 0 & mg 
3+4 4,61 6,6 54,5 3,59 
1+5 4,91 8,4 49,5 4,16 
9 5,25 9.8 47,7 4,67 
7+8 6.71 10,7 51 5,45 
2 4,78 YF 56,5 4,02 
6 2,49 4.9 46,5 2,27 
24,16 


Die restlichen Stiicke der Chromatographiebégen wurden jeweils in 4 Streifen 
zerschnitten, die ebenfalls eluiert, somit 4 versch. Aminosaurefraktionen ergaben, 
welche nach Gefriertrocknung zumeist schwach gelb gefarbt und gut pulverisierbar 
erhalten werden konnten. Die nihere Untersuchung steht noch aus. 


Elektrophoretische Trennung 


Die durch papierchromatographische Trennung auf durchschnittlich 50°% 
der Trockensubstanz angereicherte Neuraminsiure konnte von den sie noch be- 
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gleitenden Aminosiuren weitgehend durch Elektrophorese in schwach sau ‘em 
Puffer befreit werden. Hierzu wurden die aus der papierchromatographisc hen 
Trennung erhaltenen NS-haltigen Fraktionen in etwa 2 ccm Wasser gelést (k'are 
blaBgelb gefarbte Lésung) und auf jeweils 2 Papierstreifen der GréBe 4,5 x 30 em 
(Schleicher & Schiill 2040a) in 5mm breiter Linie, die naher zur Kathode iin. 
gelegen war, aufgetragen. Die Papierstreifen wurden mit Essigsiure-Pyridin. 
Puffer nach Grassmann, Hannig und Pléckl!’ (100 ccm Eisessig + 30 ccm 
Pyridin in 51 Wasser) py 3,9 eingespriiht und in diesem Puffer im Kiihlraum bei 
300 V und einem Stromdurchgang von 4,5 mA 9 Stdn. der Elektrophorese unier- 
worfen. Nach Trocknen wurden 2 je 3mm breite Streifen abgeschnitten und 
- genau wie bei der papierchromatographischen Trennung beschrieben — mit 
Bials bzw. Ehrlichs Reagens eingefarbt. Der mit Ninhydrin eingefarbte Streifen 
zeigte 2 voneinander getrennte Flecke anodisch der Startlinie, einen sehr starken 
etwa 1.5—3 cm von der Startlinie entfernten und einen schwacheren etwa 5—7 cm 
anodisch der Startlinie befindlichen. Der mit Bials Reagens eingefarbte Streifen 
zeigte eine starke blauviolette Farbung etwa 7—12cm anodisch der Startlinie, 
wobei die Farbintensitaét zur Anode hin stirker wurde. 

Der stark anodisch wandernde aminosiurefreie, NS-haltige Anteil und der 
nur mehr wenig NSenthaltende Anteil der schwacher anodisch wandernden 
Aminosauren wurden getrennt aus den Elektrophoresestreifen herausgeschnitten 
und wieder — wie bei der papierchromatographischen Trennung beschrieben — 
im Kiihlraum bei -+1° mit Wasser eluiert und die Eluate in gefrorenem Zustand zur 
Trockne gebracht. Ergebnis siehe Tab. 4. 


Tab. 4. Ergebnis der elektrophoretischen Trennung. 





- stark anodisch wandernde schwach anodisch wandernde 
Fingesetzte Fraktion (a) Fraktion (b) 





NS Lea a 
Menge in NS-Gehalt Menge in NS-Gehalt 











m mg 
mg 8 mg 3 mg 





3,59 2,01 1,82 2,88 1,40 
4,16 3,71 3,07 3,83 é 0,48 
4,67 3,93 : 3,46 6,5 0,87 
5,45 4,80 f 4,15 2,4 ¢ 0,94 
4,02 3,25 2,85 68 0,80 
2,27 2,01 3 1,63 2 ‘ 0,41 

16,98 4,90 























Die NS der schwacher anodisch wandernden, noch aminosaurehaltigen, ver- 
einigten Fraktionen (b) (Tab. 4) wurde einer erneuten Elektrophorese in etwas 
starker saurem Puffer (30 ccm Pyridin + 200 ccm Eisessig in 51 Wasser) px 3,5 
unterworfen. Die Substanz wurde so nahe wie méglich an der Kathode auf zwei 
Papierstreifen 4,5 30cm (Schleicher & Schiill 2040a) aufgetragen und 10 Stdn. 
im Kihlraum bei 300 V und einem Stromdurchgang von 5mA im elektr. Feld 
wandern gelassen. Nach Anfarben zweier abgeschnittener Kontrollstreifen — wie 
oben beschrieben— waren 2 Ninhydrinflecke 3,5—6 cm und 7,5—9,5 cm anodisch 
der Startlinie, wohingegen der mit Bials Reagens blau-violett gefirbte Fleck, 
gut von diesen getrennt, sich 10—17,5 cm anodisch der Startlinie befand. Der die 
aminosaurefreie NS enthaltende Teil der beiden Elektrophoresestreifen wurde 
daraufhin wieder im Kihlraum mit Wasser eluiert. Hieraus konnten nach Gefrier- 
trocknung des Eluates 4,55 mg Trockensubstanz (b) mit einem NS-Gehalt von 


17 W.Grassmann, K.Hannig u. M. Pléckl, diese Z. 299, 258 [1955]. 
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3,78 mg = 83°%, der Trockensubstanz erhalten werden, wahrend der schwacher 
anodisch wandernde aminosiurehaltige Anteil bei einer Trockensubstanzmenge 
von 13,2 mg nur noch 0,81 mg NS = 6,1°%, der Trockensubstanz enthielt. 


Abb. 2. N-Acetyl-neuraminséure aus enzymatischer Spaltung von Harnmucin, 
200 fache VergréBerung. 


Abb. 4. 
Methoxy-neuraminsaure Methoxy-neuraminsaure aus 
aus Rinder-Submaxillarismucin, Rinder-Submaxillarismucin, 
30fache VergréBerung. 96fache VergréBerung. 


Kristallisation des neuraminsadurehaltigen Spaltprodukts 


Die vereinigten Fraktionen (a) (19,71 mg mit 16,98 mg NS-Gehalt) wurden in 
0,1 com absol. Methanol unter schwachem Erwarmen gelést und von einer ganz 
geringen Menge unlisl. Substanz abfiltriert. Das Filtrat war klar und ganz schwach 
gelb gefarbt. Nach Zusatz von 1 Tropfen Petrolather (Sdp. 28—45°) wurde die 
Lésung bei +1° mehrere Tage stehen gelassen. Nach 3 Tagen begannen sich die 
ersten nadelférmigen Kristallchen abzuscheiden. Gleichzeitig farbte sich die 
Lésung schwach ritlich-gelb, weshalb bereits nach 7 Tagen vom auskristallisierten 
Anteil abfiltriert wurde. 
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Vorher wurde mit einer Kapillarpipette ein Tropfen der aufge-iihrten Mutter. 
lauge auf einen Objekttrager gebracht und die Kristalle im polarisierten Licht bej 
200facher mikroskopischer VergréBerung photographiert (Abb. 2). Das Bild zcigt 
ein noch weitgehend unzerstértes Kristallaggregat, bei welchem die Nadel 
biischelférmig zusammenstehen. AuBerdem sieht man die beim Pipettieren durch 
Zerfall der Biischel entstandenen einzelnen Nadeln. Zum Unterschied hierzu zeigt 
Abb. 3 eine direkt auf dem Objekttrager krist. Methoxy-neuraminsaure aus Rinder. 
Submaxillarismucin bei 30facher VergréBerung und Abb. 4 dieselbe Substanz. bei 
96facher VergréBerung. 
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Abb. 5. UV-Spektren. N-Acetyl-neuraminsiure aus enzymatischer Spaltung 
von Harnmucin. 
Kurve 1: Behandlung mit /10-NaOH bei Zimmertemperatur. 
Kurve 2: Behandlung mit »/10-NaOQH bei 100°, gemessen 
nach Neutralisieren mit Salzsiure. 


Die Ausbeute an krist. Substanz betrug 6,6 mg. Nachdem zur Mutterlauge 
auch noch Fraktion b, (4,55mg mit 3,78 mg NS-Gehalt) hinzugefiigt wurde, 
konnten nach erneutem 8tagigem Stehenlassen im Kiihlraum weitere 1,2 mg 
erhalten werden, so da die Gesamtausbeute an krist. Substanz 7,8 mg betrug, 
d.s. 24°, der insgesamt enzymatisch abgespaltenen 32,57 mg NS. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Hochvak. bei 60° iiber P,O, getrocknet. 

3,256 mg :5,050 mg CO,; 1,820 mg H,0 u. 0,010 mg Rekst.; 2,044 mg:0,60 ccm 
n/100-HCl (Gesamt-N nach Kjeldahl). 10,527 mg*:0,57 ccm n/20-NaOH, entspr. 
1,225 mg CH,CO (Acetylbestimmung nach Freudenberg, in der von Bredereck!® 
modifizierten Form). 

C,,H,,0,).N Ber. C 42,48 H 6,23 N 4,13 CH,CO 12,70 

Gef. C 42,43 H 6,27 N 4,11 CH,CO 11,65 

Die Substanz gibt die Bialsche Reaktion mit roter Farbe. Bei der Neuramin- 
siurebestimmung nach Klenk und Langerbeins' ergaben sich, bezogen auf 
eine im Hochvak. bei 60° getrocknete krist. Methoxy-neuraminsaure, Werte von 


* Zur Acetylbestimmung diente aus Mangel an krist. Substanz die zur 
Trockene gebrachte Mutterlauge der Kristallisation (12,1 mg schwach gelb gefarbte, 
pulverisierbare Substanz). 

18 H. Bredereck, Angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
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102,5 (103,9)°%. Die Ninhydrinreaktion ist negativ, die Trommersche Probe 
positiv. Die Substanz erweist sich demnach durch die Analysen als N-Acetyl- 
neuraminsaure. 

Von der krist. Substanz wurde nach Behandlung mit /10-Alkali ein UV- 
Absorptionsspektrum aufgenommen (Abb. 5). Hierzu wurden 297y Substanz in 
8ccm n/10-NaOH gelést (0,099-promill.-Lésung). Kurve 1 zeigt die Werte der 
n/10 alkal. Lésung nach 15 Min. Stehenlassen bei Zimmertemp., Kurve 2 zeigt die 
Werte derselben Lisung nach 15 Min. langem Erhitzen auf 100°, gemessen nach 
Neutralisieren mit Salzsiure. Hier zeigt sich ein deutliches Maximum bei 263 mu 


mit einem spez. H-Wert von 203. 
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Abb. 6. UV-Spektren. N-Acetyl-neuraminséure aus Rinder-Submaxillarismucin. 


Kurve 1: Behandlung mit n/10-NaOH bei Zimmertemperatur. 
Kurve 2: Behandlung mit n/10-NaOH bei 100°, gemessen 
nach Neutralisieren mit Salzsaure. 




















Zum Vergleich wurde unter genau den gleichen Bedingungen das Spektrum 
der durch waBrige Hydrolyse aus Rinder-Submaxillarismucin abgespaltenen 
N-Acetyl-neuraminsaure® aufgenommen (Abb.6). Hier ist ein deutliches Maximum 


| bei 264 my mit einem spez. H-Wert von 236 zu erkennen. 


Ein Vergleich der spez. Extinktionswerte bei 264 (263) my ergibt, daB aus 


| der N-Acetyl-neuraminsiure des Submaxillarismucins bzw. aus der durch Virus- 
' spaltung gewonnenen Substanz 1,06 bzw. 0,91 Mol Pyrrolcarbonsiure pro Mol 
| Ausgangsprodukt gebildet werden. 


Die zur Aufnahme der UV-Absorptionsspektren benutzte alkalibehandelte 


und mit Salzsiure neutralisierte Probe der enzymatisch abgespaltenen N-Acetyl- 
neuraminséure wurde nach Gefriertrocknung und Aufnahme der Trockensubstanz 


in 0,1 com Wasser neben synthetisch hergestellter Pyrrol-«-carbonsaure auf Filtrier- 
papier (Schleicher & Schiill 2043b) aufgetragen und in Butanol-Eisessig-Wasser 
4:1:5 bei 25° 40Stdn. aufsteigend chromatographiert. Nach anschlieBendem 
Anfirben mit dem nach Edward und Waldron! modifizierten Ehrlichschen 
Reagens zeigte sich genau auf der Héhe der Pyrrol-x-carbonsiure ein ebenfalls 
anfangs hellrot gefarbter, bei langerem Stehenlassen am Lichte, genau wie bei 
dieser, blau-schwarz werdender Fleck (Abb. 7). 
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Abb. 7. Papierchromatogramm. 
A: Pyrrol-«-carbonsiéure aus enzymatisch 











sia abgespaltener Acetylneuraminsaure 
ad & durch Alkalibehandlung. 
Front—y B: synthet. Pyrrol-«-carbonsaure. 





Herrn Prof. Haas und den Behringwerken Marburg danken wir fiir die 
freundliche Uberlassung der fiir die Vorversuche benétigten Viruskonzentrate, 
Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsgemein.- 
schaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der Chemie, 
unterstiitzt. 


Zusammenfassung 

Durch das Influenzavirus (Stamm B-Lee) wird aus dem die Virus- 
Hamagglutination stark hemmenden Harnmucin N-Acetyl-neuramin- 
siure enzymatisch abgespalten. Das Spaltprodukt wurde in kristalli- 
sierter Form isoliert. 

Daraus darf mit einiger Wahrscheinlichkeit geschlossen-werden, da8 
die Zellreceptoren fiir das Influenzavirus mit Acetylneuraminsiure iden- 
tisch sind. 


Summary 


N-Acetylneuraminic acid is enzymatically cleaved by the influenza 
virus (strain B Lee) from urine mucin which strongly inhibits the virus 
haemagglutination. The cleavage product was isolated in crystalline 
form. 

From the results it may be concluded with some certainty that the 
‘ cell receptors for influenza virus are identical with acetylneuraminic acid. 
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Uber das Vorkommen von ,,sauren Ketosteroiden“ 
im Harn* 
Von 


Wilhelm Zimmermann und Josef Wennemann 


Aus der Endokrinologischen Forschungsstelle am Staatlichen Medizinaluntersuchungsamt Trier, 
Direktor des Amtes und Leiter der Forschungsstelle: Dozent Dr. Dr. W. Zimmermann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1955) 


Eine der ersten Nachpriifungen der von einem von uns 1935 ange- 
gebenen m-Dinitrobenzol-Reaktion auf 17-Ketosteroide’ erfolgte 1936 
durch Kober?, der die Reaktion damals als zu unempfindlich und un- 
spezifisch bezeichnete, weil sie bei Ostrogenen im Harn etwa 50-fach 
hdhere Werte ergibe als sie mit der von Kober selbst angegebenen 
Phenol-Schwefelsiure-Reaktion® erhalten wiirden. Dies stimmt tat- 
sichlich; denn man erhalt aus der alkalischen Fraktion aus Harnex- 
trakten mit dem Kober-Reagens Werte in der GroéBenordnung von etwa 
100—200y je Tag, mit dem entsprechenden Uberchlorsiure-Reagens 
nach Pontius* Werte im Bereich von 500—1500 y/Tag®, dagegen mit 
dem Dinitrobenzol-Reagens aus dem gleichen Extrakt bei Benutzung der 
ailteren Vorschriften von 1936, 1944, 19516 Normalwerte in der GréBen- 
ordnung um 10 mg/Tag. 


Schlésser’ wandte die m-Dinitrobenzol-Reaktion auf Harnextrakt in der 
alkalischen Fraktion an und stellte in dem Glauben, damit dstrogene Stoffe 
nachzuweisen, Alters- und Geschlechtskurven auf. Danach steigt ebenso wie bei 
den iibrigen bekannten Steroidgruppen die Ausscheidung von der Geburt bis zur 
Pubertét an, um dann langsam wieder abzufallen. Erhéhte Ausscheidung fand 
Schlésser bei Hamosiderose. Hiller® benutzte das gleiche Verfahren, um die 
Reaktion des menschlichen Kérpers auf Salhuminbader an Hand der Ausscheidung 
der angeblichen dstrogenen Steroide messend zu verfolgen und er berichtete tiber 
regelmaBige Anstiege nach einem Bad. 

Wenn die verbesserte und spezifischere Vorschrift zur Bestimmung von 
17-Ketosteroiden von 1952 mit Atherausschiittelung der gebildeten Farbkomplexe® 
angewendet wird, erhalt man bei Erwachsenen Normalwerte im Bereich von etwa 


* Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre Unter- 
stiitzung. 

1 W. Zimmermann, diese Z. 288, 257 [1935]. 

2 §. Kober, in Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. V 3 B 1025 [1936]. 

3 §. Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]. 

4 D. Pontius, Klin. Wschr. 1953, 1010; diese Z. 298, 268 [1954]. 

5 B.Sulak u. W. Zimmermann, Acta endocrinol. 19, 213 [1955]. 

6 W. Zimmermann, diese Z. 245, 47 [1936]; Vitamine u. Hormone 5, 1, 
124, 152, 170, 237 [1944]; Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 4, 456 [1951]. 

7 W. Schlésser, Z. klin. Med. 148, 581 [1951]. 

8 E. Hiller, Dtsche Med. Wschr. 1958, 691. 

®° W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
i a 
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3—7 mg/Tag. Eine absolute Erhéhung dieser ,,sauren Ketosteroide“ haben wir 
hier in unserem Laboratorium bisher noch nicht gefunden, auch nicht bei typischem 
Morbus Cushing mit hohen Ausscheidungswerten von neutralen 17-Ketosteroiden 
und von 17-ketogenen Corticoiden. Man kénnte daraus schlieBen, daB diese Gruppe 
von Steroiden nicht unter dem Einflu8 von ACTH steht. Dagegen war ein relatives 
Uberwiegen der sauren iiber die neutralen Ketosteroide bei nephrotischen Odemen 
vorhanden, bei denen sich die Werte fiir ,,saure Ketosteroide’’ im Normalbereich 
bewegten, die neutralen Ketosteroide jedoch stark erniedrigt waren. Erniedrigte 
Werte fiir ,,saure Ketosteroide“ wurden bei Carcinom gefunden. Bei Versuchen 
mit Meerschweinchen, denen verschiedene Hormone — ACTH, Cortison, Oestron, 
Testosteron — zugefiihrt wurden, konnten keine charakteristischen Verainderungen 
der Ausscheidung an sauren Ketosteroiden beobachtet werden, jedoch miissen 
diese Versuche noch mit anderen Tierarten wiederholt werden. Hoch war die 
Ausscheidung bei einem Hengst. 


Tab. 1. ,,Phenolische Steroide“’ (~ Ostrogene) und ,,saure Ketosteroide“ in 
identischen alkalischen Fraktionen von Harnextrakten. 
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Aus diesen Befunden geht hervor, daB man mit dem Reagens auf 
17-Ketosteroide, nimlich mit alkalischer m-Dinitrobenzollésung, in der 
alkalischen Fraktion von Harnextrakten ein Vielfaches von dem erhiilt, 
was die Reaktionen auf phenolische, 6strogene Steroide ergeben. Es 
scheint also hier ein Stoff vorzuliegen, der sich zwar teilweise wie Ostron 
verhalt, insofern als er sauer ist und zugleich auch mit m-Dinitrobenzol 
wie ein 17-Ketosteroid reagiert, der aber mit dem Methylenketogruppen- 
Reagens in weit gréBerer Menge nachweisbar ist, als dem Ostron ent- 
spricht; der Stoff, der diese Differenz bedingt, scheint also keine Phenol- 
gruppe wie Ostron zu besitzen. Es wurde daher versucht, diesen Stoff zu 
isolieren, der im folgenden arbeitshypothetisch als ,,saures Ketosteroid“ 
bezeichnet wird, und ihn naher zu charakterisieren. 
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Abb. 1. Absorptionsspektren der m-Dinitrobenzol-Reaktion. 
. mit der natronalkalischen Fraktion ohne vorherige Hydrogencarbonat- 
waschung. 
. mit der natronalkalischen Fraktion mit vorheriger Hydrogencarbonat- 
waschung. 
. mit der angesdiuerten Natriumhydrogencarbonatphase. ~ 
mit der neutralen Phase zum Vergleich mit neutralen 17-Ketosteroiden. 


Arbeitsgang 


Harn wird mit dem 10. Teil konz. Salzsiure versetzt und 20 Min. zum Sieden 
erhitzt. Dies ist zwar nicht optimal fiir die phenolischen, dstrogenen Steroide, die 
erst bei 30 Min. langer Hydrolyse vollstaindig gespalten sein sollen, aber da es hier 
nicht darum geht, phenolische Steroide quantitativ zu gewinnen, werden die 
schwacheren Hydrol senbedingungen wie fiir neutrale 10-Ketosteroide gewahlt. 
Der so hydrolysierte Harn wird mehrfach mit Ather extrahiert. Wird dieser Ather- 
extrakt mit Wasser oder Schwermetallsalzlésungen gewaschen, so sind bei Re- 
extraktion der Waschwasser keine Ketosteroide nachweisbar, was man bei sehr 
wasserloslichen Verbindungen vielleicht hatte erwarten kénnen. Es hat sich als 
zweckmaBig erwiesen, die Atherextrakte so, wie es bei Routineanalysen meist 
iblich ist, mit 10-proz. Natriumhydrogencarbonatlésungen (d. i. besser als Natrium- 
carbonatlésung) oder mit 1-proz. Lésungen von sek. Natriumphosphat zu waschen. 
Nach Ansaéuern sind in Atherextrakten aus diesen schwach alkalischen Wasch- 
wassern zwar bereits mit m-Dinitrobenzol-Steroide nachweisbar, aber da dadurch 
gleichzeitig unspezifische Chromogene und stirkere organische Sauren entfernt 
werden, werden die nachfolgenden Extrakte mit Natronlauge sauberer und das 
Absorptionsspektrum ist charakteristischer (vgl. Abb. 1). 
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AnschlieBend werden die Harnextrakte mit 10-proz. Natronlauge gewaschen, 
Diese stark alkalischen Waschwasser werden kongosauer gemacht und mit Ather 
mehrfach extrahiert. Wahrend die neutralen Ketosteroide im neutralen Ather. 
extrakt zuriickbleiben und darin bestimmt werden kénnen, sind in dem alkalischen 
Extrakt u. a. phenolische und andere schwach saure Stoffe enthalten. 

Zu ihrem Nachweis wurde teils die m-Dinitrobenzol-Reaktion in der Modi- 
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fikation mit Atherausschiittelung der Steroid-Dinitrobenzol-Alkali-Komplexe! t 
angewendet, teils die Reaktion mit Uberchlorsaiure*. Es war uns dabei klar, da8 1 
das Uberchlorséure-Reagens nicht nur phenolische Steroide anzeigt, sondern auch i 
mit neutralen Steroiden eine gewisse Reaktion gibt. Da aber die wirkliche Differenz d 
zwischen phenolischen Ketosteroiden (Ostron) und nichtphenolischen, sauren e 
Ketosteroiden dann noch gréfer sein mu8 als die so gefundene, konnte die Uber. ¢ 
chlorséure-Reaktion immerhin als Leitreaktion dienen, um Fraktionen aufzufinden, 7 
die bei maximaler Ketoreaktion eine minimale Phenolreaktion geben. p 
Um auszuschlieBen, da8 durch ungeniigende Fraktionierung neutrale 17-Keto. 
steroide in die alkalische Phase gelangten und so die Ursache der in dieser Fraktion 
auffalligen Differenz zwischen den Ergebnissen mit Phenol- und mit Keton- 
reagenzien waren, wurde jede Phase mehrfach reextrahiert, auBerdem wurden 
Modellversuche mit Androsteron bzw. Dehydroisoandrosteron durchgefiihrt, bei 
denen waBrige Lésungen (mit ganz geringem Alkoholzusatz) je eines dieser 
beiden Steroide genau wie Harn hydrolysiert, extrahiert und fraktioniert wurden 
(vgl. Tab. 2). 
Tab. 2. Wiederauffindungsversuche. 250 y Steroid in 2,5 ccm Athanol + Wasser 
ad 50,0 + 5,0 konz. Salzsiure 20 Min. 100°, mit Ather extrahiert, fraktioniert in 
NaHCO,-, NaOH- und neutrale Phase. Alle Waschwasser reextrahiert. Doppel- 1 
versuche. e 
2. 
neutrale NaHCO,- NaOH- 
Steroid Phase Phase ma | Fs 
Beet rese = &- y zl 
Androsteron ...... 255 | 93,5 7,2 2,5 | 10,6 | 4 272,8 de 
247,5| 91 14,4 | 5 10,6 | 4 272,5 ety 
Dehydroisoandrosteron .| 236 | 81 15,9 5,5 | 40 13,5 291,9 scl 
174 | 70 30,2 | 12 46 18 250,2 sal 
Fr 
det 
Bei diesen Wiederauffindungsversuchen wurde im Mittel der Doppelversuche — Ha 
Androsteron zu 109°/,, Dehydroisoandrosteron zu 110°, wiedergefunden. Aber die BF At 
Verteilung auf die neutrale, die Hydrogencarbonat- und die natronalkalische dw 
Phase betragt bei Androsteron im Mittel 92:4:4, bei Dehydroisoandrosteron —  rak 
75:9:16. Demnach kénnten zwar geringe Mengen von Dehydroisoandrosteron in — 17- 
der alkalischen Fraktion erscheinen, aber bei einer taglichen Ausscheidung im 520 
Harn von etwa 1—3 mg kénnte eine solche Umlagerung héchstens 0,2—0,5 mg — (s.. 
saure Ketosteroide vortaéuschen, wahrend tatsichlich 3—7 mg gefunden wurden. 
Auch Androsteron kommt nach dem Ergebnis dieser Wiederauffindungsversuche 
nicht als Ursache der Differenz zwischen sauren Ketosteroiden insgesamt und che 
phenolischen Steroiden in Frage. i fels 
Zur weiteren Reinigung wurde die natronalkalische Fraktion der Ather- — — 
extrakte zur Trockne gebracht und mit Petrolither behandelt, um Fette und 
ahnliche Lipoide zu entfernen. Dann wurde der Riickstand in Benzol aufgenommen, fF 287 
da Ostriol, das den Hauptanteil der Ostrogene im Harn ausmacht, in Benzol F | 
schwer ldslich ist und z.T. zuriickbleibt. In dem benzolunldslichen Riickstand lieBen [Enc 
sich mit Uberchlorsaure-Reagens Verbindungen vom Typ der phenolischen, dstro- 9 
e 





genen Steroide nachweisen, auBerdem mit der Dirscherl-Allen-Schwefelsaure- 
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Reaktion Verbindungen mit einem Spektrum wie Dehydroisoandrosteron!®. 
LieB man die Benzollésung iiber Nacht im Kiihlschrank stehen, so fiel ein Nieder- 
schlag aus, der sich ahnlich verhielt wie der benzolunlisliche Riickstand. Vor der 
anschlieBenden Chromatographie ist eine Abtrennung der Ketosteroide mit 
Girards-Reagens zu empfehlen. 

Bei der séulenchromatographischen Trennung unter Verwendung von neu- 
tralem Aluminiumoxyd nach Brockmann entsprechend der von Dingemanse 
und Mitarbb.™ fiir neutrale Ketosteroide gegebenen Arbeitsvorschrift wurden 
indes die ,,sauren Ketosteroide“‘ am Aluminiumoxyd so stark adsorbiert, daB sie mit 
den iiblichen organischen Lésungsmittelgemischen nicht zu eluieren waren, sondern 
erst mit Eisessig. Da darum damit gerechnet werden muBte, daB es wie bei Corti- 
coiden am Aluminiumoxyd zu Umlagerungen kommen kénnte, wurde diese Art der 
Trennung nicht weiter verfolgt, sondern mit Cellulosesdulen gearbeitet (Cellulose- 
praparat Nr. 123a von Schleicher & Schiill). Die Benzollésung wurde dazu wieder 
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Abb. 2. Absorptionsspektren der m-Dinitrobenzol-Reaktion 
1. mit ,,sauren Ketosteroiden“, gereinigte Fraktion der natronalkalischen Phase 


2, mit 17-Ketosteroiden aus neutralem Harnextrakt zum Vergleich o—o—o, 


zur Trockne gebracht, der Riickstand in Methanol aufgenommen, diese Lésung an 
wenig Cellulosepulver adsorbiert und dieses auf eine Cellulosesiule aufgebracht. 
Eluiert wurde mit waBrigen Methanol- bzw. Athanollisungen mit steigendem 
Alkoholgehalt. Als ungeeignet erwies sich waBriges Butanol, da es auch bei steigen- 
der Butanolkonzentration die gesuchte Substanz nicht eluierte; man hatte evtl. 
etwas Eisessig zusetzen miissen. Ungeeignet war auch Benzol; denn dann er- 
schienen die eine positive m-Dinitrobenzol-Reaktion gebenden Substanzen zu- 
sammen mit gelbbraunlichen, stérenden Farbstoffen bereits in den ersten drei 
Fraktionen. Bei Elution mit waBrigem Methanol bzw. Athanol waren dagegen in 
den ersten Fraktionen phenolische, éstrogene Steroide nachzuweisen, wahrend die 
Hauptmenge an ,,sauren Ketosteroiden“ mit 30-proz. Methanol bzw. 50-proz. 
Athanol eluiert werden konnte. Nach weiterer Reinigung iiber die Girard-Verbin- 
dung gab die ketonische Fraktion mit m-Dinitrobenzol eine Farbreaktion mit cha- 
rakteristischer violettroter Farbe, die mit Ather ausschiittelbar war und ein fiir 
17-Ketosteroide typisches Absorptionsspektrum mit einem Maximum bei 510 bis 
520 mu gab, auBerdem noch ein zweites Absorptionsmaximum bei 350—360 mu 
(s. Abb. 2). Diese Fraktion gab aber keine positive Dirscher]-Allen-Reaktion. 


Um diese bisher anscheinend unbekannte Harnfraktion niher zu 
charakterisieren, wurde sie in der m-Dinitrobenzol-Reaktion, der Schwe- 
felsiurereaktion und im UV-Spektrum mit verschiedenen Steroiden und 


10 W. Dirscher] u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 6, 


287 [1954]. 
1 E. Dingemanse, L.G.Huis in’t Veld u. B.M.de Laat, J. clin. 


Endocrinol. 6, 535 [1946]; E.Dingemanse, L.G. Huis in’t Veldu.S. L. 
_ Hartogh-Katz, ebenda 12, 66 [1952]; E. Dingemanse u. L.G. Huis in’t 
_ Veld, Acta endocrinol. 7, 71 [1951]. 
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anderen, méglicherweise in Frage kommenden Substanzen verglichen. 
Abb. 3 zeigt einen solchen Vergleich der m-Dinitrobenzol-Reak. 
tion® mit verschiedenen 17-Ketosteroiden und mit Acetophenon, 
da dieses ebenfalls eine alkalistabile Reaktion mit m-Dinitrobenzol gibt, 
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Abb. 3. Absorptionsspektren der m-Dinitrobenzol-Reaktion 
1. mit der Fraktion der ,,sauren Ketosteroide‘’ o—o—o 
2. mit Dehydroisoandrosteron --+---+---*-- 
3. mit Androsteron x-x-x-x 
4. mit Oestron—+—-+—-—-+— 
5. mit Acetophenon ---o---o--- 
(in je 1-mg-proz. Lésung). 


Geprift wurde weiter eine Reihe von Steroiden, die eine Methylen- 
keto-Konfiguration besitzen, bei denen die Ketogruppe aber nicht an 
C-17, sondern an anderer Stelle sitzt. Abb. 4 zeigt aus einer ersten Gruppe 
von 3- und 20-Ketosteroiden: Testosteron, Progesteron, Cortico- 
steron und Cortisol zwei typische Kurven. Wie bereits 19351, 1936 und 
1944° festgestellt werden konnte, geben diese 3- und 20-Ketosteroide nur 
eine labile Farbreaktion und scheiden damit hier aus dem Kreis der etwa 
in Betracht kommenden Stoffe aus. 

Um auch 11-Ketosteroide zu priifen, wurde die m-Dinitrobenzol- 
Reaktion auf Cortison und Dehydrocorticosteron angewendet; wie er- 
wartet, konnte keine positive Reaktion erhalten werden. 
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Es wurde weiter an Ketogallensaéuren gedacht. Obwohl Kaziro 
und Shimada” bereits 1937 festgestellt hatten, daB diese Verbindungen 
nur eine labile, sehr schwache Reaktion* geben, wurde nochmals 3.7.12- 
Triketocholanséure (Dehydrocholsdéure) der Farbreaktion unterworfen. 
Es konnte aber bestitigt werden, daB Ketogallenséuren in der m-Dini- 
trobenzol-Reaktion** negativ reagieren; sie kommen daher im vorlie- 
genden Falle nicht in Frage. 

Auch 6-Ketogallensaéuren reagieren nach Kaziro und Shimada!” 
negativ, ebenso wie Cholestanon-(6) nach Callow’. 

Um auszuschlieBen, daB die Differenz der Farbreaktionen fiir pheno- 
lische und fiir nicht phenolische ,,saure Ketosteroide“ auch durch 
irgendwelche nicht zu den Steroiden gehérende organische Sauren mit 
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Abb. 4. Absorptionsspektren der m-Dinitrobenzol-Reaktion 
1. mit der Fraktion der ,,sauren Ketosteroide“, o--0--o 
2. mit Testosteron, o—o—o 
3. mit Progesteron, —+*—+—+— 

(in je 1-mg-proz. Lésung). 


Methylenketokonfiguration bedingt sein kénnte, wurden einige der im 
Harn ausgeschiedenen organischen Sauren, und zwar «-Ketoglutarsaure, 
Acetessigsiure, Brenztraubenséure und Oxalessigsiure der m-Dinitro- 
benzol-Reaktion unterworfen. Es konnte dabei aber nur die bereits be- 
kannte Tatsache bestiatigt werden, daB diese Methylenketoverbindungen 
in der m-Dinitrobenzol-Reaktion (alte Vorschrift, ohne Farbstoffaus- 
atherung) nur eine labile Reaktion geben, die nach schnell voriiber- 
gehender Violettbraunfarbung gelbbraun wird (Absorptionsmaximum 
bei 390—420 my), wahrend die atherischen Farbstofflésungen der neueren 
Vorschrift sogar fast ganz farblos sind. Diese organischen Séuren kommen 
demnach als Ursache der geschilderten Differenz nicht in Frage. 
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, daB die Farb- 
reaktion, die die neue Harnfraktion mit m-Dinitrobenzol unter den ge- 
schilderten Bedingungen, vor allem einer starken, 3-normalen Alkali- 
konzentration, gibt, stabil ist und ein Maximum bei 510—520 my (neben 
einem zweiten bei 350—360 my) aufweist. Sie unterscheidet sich da- 


12 K. Kaziro u. T. Shimada, diese Z. 249, 220 [1937]. 
* Alte Vorschrift ohne Farbstoffextraktion. 
** Neue Vorschrift mit Farbstoffextraktion. 
18 R. K. Callow, Proc. Roy. Soc. Med. 31, 841 [1938]. 
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durch von den labilen oder ganz fehlenden Reaktionen, die von 3-, 6-, 7., 
1]-, 12- oder 20-Ketosteroiden sowie von organischen Saéuren mit Methy. 
lenketogruppe gegeben werden. Sie gleicht aber weitgehend der Reaktion 
der 17-Ketosteroide. Da uns auBer den 17-Ketosteroiden und Aceto. 
phenon keine sonstigen Stoffe bisher bekannt sind, die unter gleich. 
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Abb. 5. Absorptionsspektren in konz. Schwefelsiure: 1. Fraktion der ,,sauren 3 


Ketosteroide‘“S —-+—+—+— a 2. Androsteron++*+++...¢+. 3. Dehydroisoandro- 





steron o—o—o, 


artigen Bedingungen eine gleiche Reaktion geben, wird angenommen, 


daB8 es sich bei der geschilderten neuen Harnfraktion um 17-Ketosteroide 


handelt. 
Da die Lésungen von Steroiden in konz. Schwefelsaiure charak- 
teristische Absorptionsspektren geben", wurde dieses Verfahren 
auch auf die Fraktion der ,,sauren Ketosteroide‘‘ angewendet. Die neue 
Fraktion ahnelte dabei Androsteron, war aber von allen anderen ver- 
gleichbaren Steroiden!® verschieden. 

Zur weiteren Charakterisierung wurden UV-Spektren in methy]l- 


und athylalkoholischer Lésung gemessen und mit bekannten Substanzen — 


verglichen (vgl. Abb. 6 und 7): 


Bei der Ausmessung verschiedener Chargen wurde dabei mit derFrak- | 


tion der sauren Ketosteroide jedesmal ein Maximum bei 210 my gefunden. 


14 A. Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 [1953]. 
15 Vgl. G. Arroyare u. L. R. Axelrod, J. biol. Chemistry 208, 579 [1954]. 


5 














iren 
dro- 


en, 


ide | > 


ak. iF 


ren 
eue 
yer- 


1yl- 


zen © 


ak- : 


len. 














Bd. 301 (1955) Uber das Vorkommen von ,,sauren Ketosteroiden“ im Harn 255 


Bei dem Vergleich mit den Absorptionskurven anderer Substanzen ist 
vor allem festzustellen, daB die neue Harnfraktion weder mit Ostron 
identisch ist, das in der gleichen alkalischen Fraktion vorkommt, noch 
mit Androsteron, das iiberhaupt keine UV-Absorption zeigte, noch mit 
einem der «-ungesattigten 3-Ketosteroide (in der Abb. 6 ist nur Pro- 
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Abb. 6. UV-Absorptionsspektrum 
1. der Fraktion der ,,sauren Ketosteroide“, 
2. von Progesteron, 
3. von Oestron, 
bezogen auf je 1 y krist. bzw. in der m-Dinitrobenzol-Reaktion chromogenen Sub- 
stanz. . 
Abb. 7. UV-Absorptionsspektrum 


1. der Fraktion der ,,sauren Ketosteroide“, 
2. von Dehydroisoandrosteron, 
3. von Acetophenon, 
bezogen auf je 1 y krist. bzw. in der m-Dinitrobenzol-Reaktion chromogenen Sub- 
stanz. 


gesteron dargestellt; Cortison, Corticosteron und Testosteron ergaben 
identische Kurven), noch mit Acetophenon, das auch als «-ungesattigtes 
3-Ketosteroid aufgefaBt werden kann und dementsprechend ein aus- 
geprigtes Maximum bei 242 mu aufweist. Dagegen ahnelte die UV-Ab- 
sorptionskurve héchstens derjenigen von Dehydroisoandrosteron; die 
Absorption war jedoch bei gréBenordnungsmaBig ahnlich konzentrierten 
Lésungen bei der Fraktion der sauren Ketosteroide viel gréBer als bei 
Dehydroisoandrosteron. 
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Tab. 3. Ubersicht iiber die vergleichenden Reaktionen. 





























UV.- nee phe- Absorption 
m-Dinitro- Ab- | Rigen.|_20l- Dirscherl- in 
Substanz benzol- sorpt. aoe "| Eigen-| Allen- Schwefel- 
Reaktion Maxi- |"; ~| schaf- | Reaktion sdure 
en : 
mum ten Maximum 

,,Saure Ketost.“ | +-(stabil) 210 mu ja | nein | negativ | 300—310mz 
17-Ketoste- 

roide 
Dehydroisoandr. | + (stabil) 210 +— | nein | positiv | 310 u. 410 
Ostron +(stabil) | 210,280 | ja ja | negativ 
Androsteron +(stabil) |keineAbs.| nein | nein | negativ | 320 
3-Ketosteroid 
Testosteron @(labil) 240 nein | nein 
3.20-Ketoster. 
Progesteron @(labil) 240 nein | nein 
Corticosteron negativ 240 nein | nein 
Cortisol negativ 240 nein | nein 
3.11.20-Keto- 

steroide 
Cortison negativ 240 nein | nein 
Compound-A negativ 240 nein | nein 
6-Ketostero-- 

ide 
Cholestanon-(6) | negativ nein | nein 
6-Ketogallensre. | negativ ja | nein 
3.7.12-Keto- 
steroide 
Triketogallensre. | negativ ja | nein 
Methylen- 

ketoverbb. 
a-Ketoglutarsre. | negativ ja | nein 
Acetessigsaiure negativ ja | nein 
Brenztraubensre.| negativ ja | nein 
Oxalessigsaure negativ ja | nein 
Acetophenon | +(stabil) 242 nein | nein 


Wie aus der Tab. 3 hervorgeht, scheidet von den Verbindungen, 
die ebenfalls wie die ,,sauren Ketosteroide“ eine stabile, positive m-Di- 
nitrobenzol-Reaktion geben, Dehydroisoandrosteron aus, weil die ,,sauren 
KS“ weder eine positive Dirschel-Allen-Reaktion geben noch in 
Schwefelsdure ein ausgepriigtes Maximum bei 410 mu aufweisen; Ostron 
kann es nicht sein, weil die ,,sauren KS“ keine phenolischen Figen- 


schaften besitzen, denn dann miiBten sie die Kober- u. 4. Reaktionen 3 


in voller Starke geben, auBerdem fehlt ihnen das fiir die phenolischen 
Steroide charakteristische Absorptionsmaximum bei 280 my; die ,,sauren 
KS‘ kénnen auch nicht mit Androsteron identisch sein, weil dieses 
weder sauer ist noch in gleicher Weise im UV absorbiert; schlieBlich 
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scheidet auch Acetophenon aus, weil dieses auch nicht sauer ist und im 
UV ein ausgepragtes Maximum bei 242 my besitzt; wihrend die ,,sauren 
KS“ im UV maximal bei 210 my absorbieren. 

Es bleibt damit bei der Feststellung, daB in der alkalischen Harn- 
fraktion neben Ostron normalerweise noch ein Stoff vorkommt, der 
ebenso wie Ostron saure Eigenschaften besitzen muB, da er in die natron- 
alkalische Phase geht, der sich auch ebenso wie Ostron wie ein typisches 
17-Ketosteroid verhalt, der aber, wie vorher ausgefiihrt, nicht mit Ostron 
identisch sein kann, der auBerdem in weit gréBerer Menge als Ostron 
vorkommt. Es scheint sich um ein 17-Ketosteroid mit sauren Funkti- 
onen zu handeln, das mit keinem der bisher bekannten 17-Ketosteroide 
identisch ist. 

Es ist in diesem Zusammenhang interessant, daB von Dirscherl und 
Breuer’ und von Huis in’t Veld’? aus Sperma ein die m-Dinitrobenzol-Reaktion 
gebender Stoff gewonnen wurde, der sich insofern ahnlich verhilt, als er ebenfalls 
saure Higenschaften besitzt, sich in der alkalischen Fraktion findet und aus 
Aluminiumoxydsaéulen nur mit Eisessig extrahierbar ist. Dieser Stoff war nicht 
mit Dehydroisoandrosteron identisch. Er ist offenbar aber auch nicht mit dem hier 
beschriebenen ,,sauren Ketosteroid‘‘ aus Harn gleichzusetzen, da er in der m- 
Dinitrobenzol-Reaktion nicht typisch violettrot reagiert, sondern eine blaue Farbe 
mit einem Maximum bei 570 my liefert. 


CO,H 
a 


‘i, 4. Hypothetische Grundformel 
eines sauren 17-Ketosteroids 
HO’ \“\4 


Nachdem im Aldosteron erstmalig ein Steroidhormon mit einer 
Aldehydgruppe aufgefunden wurde und diesem Befund vielleicht noch 
ihnliche folgen werden, ware es denkbar, daB eine solche Aldehyd- 
gruppe zu einer Carboxylgruppe oxydiert werden kénnte. Da auch der 
Ubergang von 17-Hydroxy-cortico-steroiden zu 17-Ketosteroiden be- 
kannt ist, ware es arbeitshypothetisch méglich, daB es sich bei den be- 
schriebenen ,,sauren Ketosteroiden‘‘ um Metaboliten von Corticostero- 
iden mit urspriinglicher Aldehydgruppe handeln kénnte. Die Unter- 
suchungen werden mit dem Ziel fortgesetzt, die Substanz zu isolieren 
und, wenn méglich, weiter aufzukliren. 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB in der alkalischen Fraktion aus atherischen 
Harnextrakten neben Ostron noch ein Stoff vorkommt, der sich nach 
allen bisherigen Untersuchungen wie ein typisches 17-Ketosteroid ver- 
halt, und der auBerdem noch eine saure, offenbar nicht phenolische, 
funktionelle Gruppe besitzen muB. Die neue Harnfraktion weist in der 





16 W. Dirscher! u. H. Breuer, Acta endocrinol. 16, 248 [1954]. 
17 L. G. Huis in’t Veld, Acta endocrinol. 16, 257 [1954]. 
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m-Dinitrobenzol-Reaktion neben dem bekannten Absorptionsmaximum 
aller 17-Ketosteroide bei 510—520 my noch ein zweites Absorptions. 
maximum bei 350—360 my auf. Bei diesem Stoff kann es sich weder 
um eine der im Harn ausgeschiedenen organischen Saéuren noch um ein 
3-, 6-, 7-, 11-, 12-, 20-Ketosteroid noch um Acetophenon handeln. Es 
wird vermutet, da es sich bei diesen ,,sauren Ketosteroiden“‘ um Ab. 
kémmlinge von Corticosteroiden mit urspriinglicher Aldehydgruppe 
handelt, die zu einer Carboxylgruppe oxydiert wurde. 


Summary 


It is shown that in addition to oestrone another substance occurs in 
the alkaline fraction from ethereal urine extracts. This substance, which 
according to all the previous investigations behaves as a typical 17-keto- 
steroid, must contain in addition a functional acid group which is 
obviously non-phenolic. In the m-dinitrobenzene reaction the new urine 
fraction shows a second absorption maximum at 350—360 my in addi- 
tion to the normal absorption maximum at 510—520 my given by all 
17-ketosteroids. This substance cannot be an organic acid excreted in 
the urine or a 3-, 6-, 7-, 1l-, 12-, or 20-ketosteroid or acetophenone. It 
is assumed that these ,,acid ketosteroids‘‘ are derivatives of cortico- 
steroids originally containing an aldehyde group which has been oxidized 
to a carboxyl group. 
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Uber den Anwendungsbereich 
der Aminostickstoffbestimmung mittels salpetriger Saure 
Von 
Gerald Kainz und Ferdinand Schéller 
Aus dem II. Chem‘schen Laboratorium der Universitat Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Mai 1955) 


Bei dem Verfahren zur Bestimmung primarer Aminogruppen nach 
van Slyke! treten bekanntlich neben sehr guten Analysenresultaten 
auch Fehlergebnisse auf. 

Da hierdurch der Anwendungsbereich und die Sicherheit des van 
Slykeschen Verfahrens erheblich beeintrichtigt wird, untersuchten wir 
die den Fehlergebnissen zugrundeliegenden Anomalien eingehender, mit 
dem Ziel, bei unbekannten Analysensubstanzen eine eventuell vor- 
liegende Anomalie erkennen und beseitigen zu kénnen. Hierbei kam uns 
eine Apparatur sehr zustatten, die wir bereits friiher? beschrieben haben. 
Mit dieser war es méglich, den Desaminierungsverlauf wesentlich ein- 
facher und rationeller als nach van Slyke zu verfolgen. Die gefundenen 
Anomalien lassen sich in zwei Gruppen gliedern: 


I. Verbindungen mit positivem Fehlresultat 


Schon van Slyke! beobachtete, daB Glycin, Glycylpeptide und Cystin 
zu hohe Werte ergeben. Dies wurde spiater auch bei Tyrosin, Trypto- 
phan und Serin festgestellt*. Besonders iiberraschend war aber, daB auch 
Substanzen, die keine primaére Aminogruppe besitzen (z. B. Oxime* und 
Oxindole*) und sogar stickstofffreie Stoffe (Phenole®, Malonséure®) mit 
salpetriger Saure (s. 8.) ein Stickstoffvolumen liefern. 

Wir’ fanden nun, da8 nicht nur gewisse Verbindungen, sondern 
ganze Verbindungsklassen mit s. 8. Stickstoff bzw. Distickstoffoxyd ent- 
wickeln, somit analytisch nach van Slyke nicht von Verbindungen mit 
primaérer Aminogruppe unterscheidbar sind; es sind dies: 


1 D. D. van Slyke in E. Abderhalden, Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden, Abt. 1, Teil 7, S. 263. Wien; Urban und Schwarzenberg, 1925. 

2 G. Kainz, Mikrochim. Acta [Wien] 1958, 349. 

3 C,L.A.Schmidt, J. biol. Chemistry 82, 587 [1929]. 

4M. Schenk, diese Z. 282, 88 [1947]; 286, 270 [1951]. 

5 H. E. Carter u. 8. R. Dickman, J. biol. Chemistry 149, 571 [1943]. 
6 M. A. Abdel-Akher u. W.M.Sandstrém, Arch. Biochemistry 30, 407 
1951]. 
7 G. Kainz u. F.Schéller, Naturwissenschaften 42, 209 [1955]. 
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B 
1. Isonitrosoverbindungen 6. Indol- und Oxindolverbindungen 
2. Verbindungen mit aktiver Me- 7. Fiinfgliedrige Heterocyclen mit 
thylengruppe Harnstoffgruppierung : 
3. Monohalogenessigsauren 8. Hydrolytisch aufspaltbare Ver. bi 
bindungen he 
4. Phenole bzw. Nitrosophenole 9. Lactame, die eine unbestindige kK 
Nitrosoverbindung bilden w 
5. Durch s. 8. oxydierbare Schwefel- 10. Sulfonsiureamide Re 
verbindungen 
ve 
AuBerdem kénnen Anomalien noch dadurch hervorgerufen werden, ,* 
daB sich sekundar bei der Desaminierung Verbindungen bilden, die F 4 
einer der oben angefiihrten Gruppen angehéren; bei der Desaminierung 
entstehen namlich nicht nur, wie man friiher annahm, Oxyverbindungen 
(a), sondern auch Nitroverbindungen® (b) und bei Anwesenheit von — ge 
Halogeniden Halogenverbindungen® (c). Bei gewissen Aminen, insbe- ° 
sondere Oxyaminen, wurde Wasserabspaltung unter Bildung von Ole. = 
finen!® (d) bzw. Oxoverbindungen!"!? (e) beobachtet. der 
ts © 
R—NH, "+ [R—-N=N]® ““—> R-OH +N, (a) 
Nno,2 . 
“+ R-NO,+N, —(b) Be 
ae ee (c) Ar 
] 
CH,—CH,—CH,—NH, +5. CH,—CH,—CH,—OH +N, - 
+=. CH,—CH = CH, + H,0 +N, Re 
18: 
CH,—CH—CO,H +", CH,—CH-—CO,H + N, - 
H NH, bu On (e) 
+5, CHO—CH,—CO,H +H,0+N, 
Im besonderen ist zu den oben angefiihrten Verbindungsklassen zu oo 
bemerken: bei 
| pri 
1. Isonitrosoverbindungen x-T 
Auf diese Anomalie hat erstmals Schenk'!* hingewiesen. Sie ist eine der wich- _ 
tigsten, zumal die Isonitrosostufe auch von den Gruppen 2, 3 und 4 durchlaufen . 
wird. Das zusitzliche Volumen kann bis zu 100 °/, ausmachen. Obwohl der Reak- 
tionsverlauf im einzelnen noch nicht geklart ist, so scheint es doch bemerkenswert, 
daB sich aus dem Reaktionsgemisch der Verbindungsklassen 2 und 3 Keton iso- f , 
lieren 14Bt. Somit kann eine Spaltung der Isonitrosoverbindung in Keton und Hy- Ve ' 
droxylamin (als stickstoffliefernde Komponente) als wahrscheinlich angenommen er' 
werden. = 
8 A. T. Austin, J. chem. Soc. [London] 1950, 149. sind 
® F.C. Whithmore u. D. P. Langlois, J. Amer. chem. Soc. 54, 3441 [1932]. 
10 F.C. Whithmore u. R. 8S. Thorpe, J. Amer. chem. Soc. 68, 1118 [1941]. 
11 C, Neuberg u. B. Rewald, Biochem. Z. 65, 126 [1924]. . Gt 
12 F. Bettzieche, diese Z. 150, 180, 186 [1925]. 
13 M. Schenk u. J. Reschke, diese Z. 268, 267 [1941]. 
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2. Verbindungen mit aktiver Methylengruppe 


Diese werden durch s. S. zunichst nitrosiert, wobei sich eine Isonitrosover- 
bindung bildet**. Letztere wird sodann, bedingt durch den bei der Bestimmung vor- 
handenen groBen UberschuB an s. S., entsprechend den Stoffen der Verbindungs- 
klasse 1 zersetzt. Das dabei entwickelte N,/N,O-Volumen ist betrachtlich; man 
wirde demnach z. B. bei Malonsaure einen ,,Aminostickstoffgehalt“ von 7°, bei 
Resorcin von 13°/,, bei Pyrazolon-(3) von 1,5°/, finden. 

Substanzen mit aktiver Methylengruppe wurden auch als Zwischenprodukte 
yon anomal verlaufenden Desaminierungen beobachtet: so fand Austin® bei der 
Desaminierung von Glycin Nitroessigsaure, Bettzieche!? bei Serin Formylessig- 
siure; wir konnten vor kurzem bei der Desaminierung von Threonin Acetessig- 
siure nachweisen. 


3. Monohalogenessigsaiuren 


Bei diesen tritt in iiberschiissiger Nitritlésung zunichst Austausch des Halo- 
gens gegen die Nitrogruppe ein!®. Dies erfolgt leicht bei Monojodessigsaure, hin- 
gegen schwer bei Monochloressigsiure. Die dabei entstehende Nitroessigsaure rea- 
giert nach 2 unter Bildung von Nitrolsiure. Dichloressigsiure sowie Trichlor- 
essigsiure rufen, wie zu erwarten, keine Stérung hervor und kénnen somit unbe- 
denklich als Lésungsmittel fiir Peptide verwendet werden. 


4. Phenole 


Erstmals hat Carter® bei einigen Phenolen, wie Resorcin, Hydrochinon und 
Salicylsiure eine anomale Stickstoffentwicklung beobachtet. Neuerdings erhielt 
Fraenkel-Conrat?® bei Tyrosin nahezu die doppelte Menge des berechneten 
Aminostickstoffgehalts, wenn die Lésung mit UV-Licht bestrahlt wurde. Man sah 
darin einen Hinweis, daB diese Anomalie photochemisch bedingt sei. Wir beobach- 
teten ein ebenfalls stark erhéhtes Resultat, als wir das Reaktionsgemisch erwarmten ; 
hingegen blieb die Anomalie aus, wenn der phenolische Wasserstoff durch einen 
Acetyl- oder Dinitropheny]-Rest substituiert war (vgl. 1. c.1*). Uber den eigentlichen 
Reaktionsverlauf liegen noch keine gesicherten Ergebnisse vor, doch ist nach den 
bisherigen Kenntnissen wahrscheinlich, daB die Phenole zunachst nitrosiert werden. 
Die entstandenen Nitrosophenole diirften dann in ihrer tautomeren Oximform die 
Ursache der Anomalie sein. 


5. Durch s. 8. oxydierbare Schwefelverbindungen 

Dazu gehért das schon von van Slyke! als Ausnahme erwahnte Cystin, das 
nach 5 Min. 110°, nach 60 Min. 131° der Theorie gibt. Die zusatzliche Stickstoff- 
entwicklung riihrt von der Oxydation der Disulfidgruppierung durch s. 8. her, wo- 
bei letztere reduziert wird; auch Des-Aminocystin verhalt sich analog, ohne eine 
primare Aminogruppe zu besitzen. Positiv reagieren ferner: Thioglykolsiure und 
x-Thiopropionsaure!’. Dagegen geben die nicht so leicht oxydierbaren aromatischen 
Disulfide (z. B. Diphenyldisulfid) sowie Schwefelheterocyclen (z. B. Thiophen- und 
Thiazolderivate) keine Anomalie. 


6. Indol- und Oxindolverbindungen 
Bereits Schmidt® beobachtete bei Tryptophan ein zusitzliches Stickstoff- 
volumen, als er die Desaminierung langere Zeit verfolgte (197°, d. Th.). Dasselbe 
Verhalten zeigen auch, wie wir fanden, alle Indolverbindungen, ganz besonders 
B-Indolylessigsiure. Bemerkenswert ist hierbei, daB die Anomalie ausbleibt, wenn 
der Wasserstoff des Iminostickstoffs oder die «-und £-Stellung hierzu substituiert 
sind. 


14 V. Meyer u. J. Ziiblin, Ber. dtsch. chem. Ges. 11, 695 [1878]. 

15 H. Kolbe, J. prakt. Chem. 5, 479 [1872]; siehe auch W. Steinkopf u. 
G. Kirchhoff, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 3438 [1909]. 

16 H. Fraenkel-Conrat, J. biol. Chemistry 148, 453 [1943]. 

17 Vgl. auch S. A. Lough u. H. B. Lewis, J. biol. Chemistry 104, 601 [1934]. 
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Der Reaktionsverlauf bei Einwirkung von s. 8. auf Indole ist vom prapara- 
tiven Standpunkt aus nicht ganzlich geklart. Sehr wahrscheinlich ist die Ansicht 
von E. Fischer!’, daB zunachst eine Nitrosierung in Stellung 2 oder 3 eintritt, 
gefolgt von einer Wanderung eines Protons aus Stellung 1 unter Bildung eines Oxims 
(vgl. auch van Order'!®), 

Auch Oxindolverbindungen (z. B. Isatin, «-Oxoindolylpropionsaéure) werden 
durch s. S. leicht unter Stickstoffentwicklung zersetzt. 


7. Fiinfgliedrige Heterocyclen mit Harnstoffgruppierung 

a) 2-Oxo-imidazolidine, z. B. Parabansiure, Hydantoin, Allantoin, Har. 
saure. 

b) 2-Imino-imidazolidine, z. B. Kreatinin. 

Fir obige Verbindungen ist kennzeichnend, da8 ihre Lactamgruppierung in 
saurer Lésung, insbesondere in Gegenwart von s.8., allmahlich hydrolysiert wird. 
So geht z. B. Parabansiure zu Oxalursiure (a), Hydantoin zu Hydantoinsaure (b) 
auf. Analog reagiert Ureidohydantoin (Allantoin). Eine Ringéffnung zu Oxalur. 
siiture wurde auch bei Harnsaiure beobachtet (vgl. Biltz?°). 


CO—NH. CO—-NH CH.—NH CH,—NH. 
\ > i. 2 \ 
to — | ‘oo (a) 00 — Oo) 
CO—NH” CO,H NH, CO——NH” CO.H NH, 
Parabansaure Oxalursiure Hydantoin Hydantoinsaure 


8. Hydrolytisch aufspaltbare Verbindungen 
Diese geben nur dann mit s. 8. Stickstoff ab, wenn durch Hydrolyse eine pri- 
mare Aminograppe freigelegt wird. Als Beispiel sei Penicillin erwahnt, bei dem man 
anfangs — zufolge dieser Anomalie — irrtiimlich eine primare Aminogruppe an- 
nahm (vgl. 1. c. 4). 


9. Lactame, die eine unbestandige Nitrosoverbindung bilden 


Lactame geben, abgesehen von einer evtl. Hydrolyse (vgl. 7 und 8) nur dann 
Anla8 zu einer Anomalie, wenn ihre Nitrosoverbindung unbestandig ist?!. Das Aus- 
ma8 der anomalen Stickstoffentwicklung ist jedoch unter den Bedingungen der 
Analyse gering, da die Bildung von Nitrosolactamen durch den vorhandenen Eis- 
essig”? bzw. Jodid (vgl. unten) gehemmt wird. Positiv reagieren z. B. e-Caprolactam 
sowie Dioxopiperazin und dessen Homologe; bei letzteren tritt die Anomalie um so 
weniger hervor, je langer ihre Seitenkette ist*. Dies stimmt auch mit dem Befund 





von Huisgen® iiberein, der eine zunehmende Erschwerung der Nitrosierung in der | 


homologen Reihe anderer Lactame beobachtete. 


10. Sulfonsiureamide 
Diese geben mit s. S. mehr Stickstoff, als dem theoretischen Wert entsprechen 
wiirde. Die zugrundeliegende Nebenreaktion ist noch unbekannt. 


18 K. Fischer, Liebigs Ann. Chem. 236, 140 [1886]. 

19 R. B. van Order u. H. G. Lindwall, Chem. Reviews 30, 74 [1942]. 

20 H. Biltz, u. H. Schauder, J. prakt. Chem. 106, 133 [1923]. 

21 Vgl. K. Heyns u. O. F. Woyrsch, Chem. Ber. 86, 76 [1953]. 

2 Vgl. R. Huisgen, Liebigs Ann. Chem. 574, 184 [1951]. 

23 R. Huisgen u. J. Reinertshofer, Liebigs Ann. Chem. 575, 198 [1951]. 

* Wir untersuchten Glycinanhydrid (Dioxopiperazin), Alanin-anhydrid, 
Phenylalanin-anhydrid und Cyclohexylglycyl-anhydrid. Beim Lésen dieser An- 
hydride ist zu beachten, daB sich diese zwar gut in Lauge lésen, hierbei aber be- 
trachtlich hydrolytisch aufgespalten werden und dann eine anomale Stickstoff- 
entwicklung geben. 
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II. Verbindungen mit negativem Fehlresultat 


Zu niedrige Stickstoffwerte kénnen auf folgenden Ursachen be- 
ruhen: 
. Schlechte Diazotierbarkeit des primaren Amins, 
. Bildung relativ bestandiger Diazoniumsalze, 
. Nebenreaktionen der intermediar gebildeten Diazoniumsalze, 
. Schwer lésliche Verbindungen. 


mem wb 


1. Schlechte Diazotierbarkeit des primaren Amins 


Bei dieser Gruppe kann man zwei Fille unterscheiden: 


a) Solche Amine, bei denen die Desaminierung zwar langsam, aber doch in ab- 
sehbarer Zeit quantitativ erfolgt. So bendtigen, wie schon van Slyke! festgestellt 
hat, Methylamin 2 Stdn., Aminopurine sowie Aminopyrimidine 2 bis 5 Stdn. und 
Harnstoff 8 Stdn.*, wahrend fiir x«-Aminosauren nur 5 Min. erforderlich sind. Noch 
langsamer reagiert der Guanidylrest des Arginins*. 

b) Solche Amine, die auch bei langerer Beobachtung nur einen Bruchteil der 
zu erwartenden Stickstoffmenge entwickeln. Hierzu gehéren fast alle Carbonsaure- 
amide, wie Isocapronséureamid, Benzamid, Bernsteinsiurediamid, Nicotinsdure- 
amid und andere. Auch die Siureamidgruppe des Asparagins verhalt sich ebenso. 
Eine Ausnahme bilden lediglich die Siureamidgruppen von Harnstoff und Glut- 
amin, die quantitativ reagieren”*. 

Zu den schlecht diazotierbaren Verbindungen gehéren weiter gewisse aro- 
matische Amine, deren Basizitaét durch benachbarte negative Substituenten (wie 
Halogene oder Nitrogruppen) erheblich geschwacht ist, z. B. o-Nitroanilin, 2.4.6- 
Trinitro-anilin, 2.4-Dichlor-anilin. Hingegen lassen sich viele, ebenfalls als schwer 
diazotierbar bekannte heterocyclische Amine, wie 2-Amino-pyridin und 2-Amino- 
chinolin, in der Hitze quantitativ desaminieren. 


2. Bildung relativ bestandiger Diazoniumsalze 
Bei Diazotierung aromatischer Amine erhalt man meist Diazoniumsalze, die 
erst beim Erwarmen Stickstoff abspalten. Als besonders bestandig erwiesen sich die 
Diazoniumsalze der Anthrachinonreihe, die selbst bei 100° kaum zerfallen. 


3. Nebenreaktionen der intermediar gebildeten Diazoniumsalze 

Ist im Molekiil des Diazoniumsalzes eine OH-, SH- oder eine weitere NH,- 
Gruppe in ortho-Stellung vorhanden, so findet leicht intramolekularer RingschluB 
statt, wobei das entspr. Diazoxyd, Diazsulfid bzw. Aziminobenzol entsteht. Gele- 
gentlich tritt: auch RingschluB mit dem reaktionsfahigen Wasserstoff einer benach- 
barten Methylgruppe unter Bildung eines Indazolderivates ein®, Diese Verbin- 
dungen sind so bestiandig, daB sie unter den Bedingungen der Analyse keinen Stick- 
stoff abspalten. AuBer diesen intramolekularen Ringschliissen haben wir auch in 
einigen Fallen eine teilweise intermolekulare Kupplung zu Aminoazoverbindungen, 
die sich ebenfalls schwer zersetzen lassen, beobachtet. 


4. Schwer lésliche Verbindungen 


Durch apparative Abanderungen des urspriinglichen van Slykeschen Ver- 
fahrens wurde es mdglich, auch schwer lésliche Verbindungen mit s. 8S. umzu- 





24 Vgl. H. Sachs u. E. Brand, J. Amer. chem. Soc. 76, 3601 [1954]. 

2 Vgl. N. V.Sidgwick, The Organic Chemistry of Nitrogen, neubearbeitet 
von T. W. Taylor u. W. Baker, University Press, Oxford, 1942, S. 240. 

* Zum Unterschied davon gibt Iminoharnstoff (Guanidin) mit s. S. nur sehr 
wenig Stickstoff ab. 


18* 
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setzen®*,27, Da diese Autoren bei 20° arbeiten, verlauft die Desaminierung nur 
langsam oder ist tiberhaupt in Frage gestellt; so gibt z. B. Cystin, das in der sauren 
Desaminierungslésung sehr schwer léslich ist, auf diese Weise (d. h. in ungeléstem 
Zustand bei 20°) keinen Aminostickstoff. 


Analytische Behandlung der Anomalien 


Wie aus obigem hervorgeht, ist der Umfang der anomal reagierenden 
Substanzen wesentlich gréBer, als man bisher annahm. Deshalb be. 
schéftigten wir uns auch eingehend mit dem analytischen Teil der Be. 
stimmung, um diese Anomalien bei unbekannten Analysensubstanzen 
zumindest erkennen und gegebenenfalls ausschalten zu k6nnen. Er. 
schwerend war dabei die Tatsache, da die Fehlresultate sowohl po- 
sitiv als auch negativ sein kénnen. 


Analysen mit positivem Fehlresultat 


Versuche zur Ausschaltung dieser Anomalien wurden bisher nur bei 
Aminosauren unternommen. So setzte Kendrick?® bei der Bestimmung 
von Aminosaiuren Jodid, Sluyterman®® bei Bestimmung von Glycin 
Quecksilber(II)-acetat zu. 

Da sich der Zusatz von Jodid* bei Aminosiuren bewahrte, haben 
wir ihn auch bei anderen Substanzklassen angewendet und dadurch die 
anomale Stickstoffentwicklung oft weitgehend, manchmal sogar giinz- 
lich zuriickdringen k6nnen. Zusiatzlich war es sogar méglich, durch 
Aufnahme des Desaminierungsverlaufes mit und ohne Jodid, bei vielen 
Substanzen zu entscheiden, ob eine Anomalie vorliegt oder nicht. 

Wie wir fanden, sind auch Bromat, Jodat, Permanganat und Brom 
imstande, die Anomalie zuriickzudrangen; sie sind jedoch nicht so wirk- 
sam wie Jodid. Da allen diesen Substanzen gemeinsam ist, daB sie die 
Konzentration an s.8. durch Oxydation zu Salpetersiure oder durch 
Reduktion zuStickoxyd vermindern**, so muBte wohl die Konzentration 
an Nitrit in ursichlichem Zusammenhange mit dem Auftreten obiger 
Anomalien stehen. 

Unsere Versuche mit verschiedenen Nitritkonzentrationen _besta- 
tigten diese Annahme. So treten bei einer relativ geringen Nitrit- 
konzentration (etwa 20facher Nitritiiberschu8 gegeniiber der Ana- 
lysenprobe) die Anomalien (mit positivem Fehlresultat). entweder nicht 


% D. G. Doherty u. C.L. Ogg, Ind. Engng. Chem., Analyt. Edit. 15, 751 
[1943]; daselbst weitere Literaturangaben. 

27 O. Klemm u. K. H. Meyer, Helv. chim. Acta 23, 1444 [1940]. 

28 A. B. Kendrick u. M. E. Hanke, J. biol. Chemistry 117, 161 [1937]; 


132, 739 [1940]; siehe auch M.S. Dunn u. J. Porush, J. biol. Chemistry 127, 261 i 


[1939]. 
29 L. A.Sluyterman u. M. Kooistra, Recueil. trav. chim. Pays-Bas 70, 
1045 [1951]. 


* Hingegen bewahrte sich der Zusatz von Quecksilber(II)-acetat nur bei 
Glycin; bei anderen Verbindungen, insbesondere bei Indolderivaten, wurde da- | 


durch die anomale Stickstoffentwicklung eher geférdert. 


** Daneben ist bei Jodid auch noch die Oxydationswirkung des durch s. S. a 


in Freiheit gesetzten Jods in Betracht zu ziehen. 
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oder nur sehr minimal in Erscheinung. Die zusitzliche Stickstoffent- 
wicklung bleibt hierbei fast oder giinzlich aus. Diese geringe Nitritkon- 
zentration geniigt aber, um die meisten primaéren Aminogruppen (in 
Verbindung mit kurzem Erhitzen) quantitativ zu erfassen. Bei hGherer 
Nitritkonzentration — van Slyke! verwendet etwa den 500fachen 
UberschuB — treten die Anomalien bereits stark hervor und sind so 
analytisch von tatsaichlich vorhandenen primaéren Aminogruppen nicht 
unterscheidbar. 

Zur Erkennung von Anomalien nehmen wir deshalb den Des- 
aminierungsverlauf zuerst mit verdiinnter, dann mit konzentrierter 
Nitritlésung unter Zusatz von Jodid auf (vgl. die Abbildungen). 
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Abb. 1. Aliphatisches Amin. Abb. 2. Aromatisches Amin. Abb. 3. Schwer dia- 
zotierbares Amin. Abb. 4. Anomalie. 

—— verdiinnte Nitritlésung, ---- konzentrierte Nitritlésung, H = Erhitzen 
(1 Min.), S = Theoretischer Nnu,-Wert. 


Fiir den Kurvenverlauf der Abb. 1 und 2 ist kennzeichnend, daB bei Zugabe 
von konzentrierter Nitritlssung keine oder keine wesentliche Vermehrung 
des Stickstoffvolumens eintritt. In diesen Fallen kann man mit Sicherheit auf das 
Vorhandensein einer primaren Aminogruppe schlieBen. 

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen hingegen, daB bei Zugabe von konzentrierter 
Nitritlésung eine wesentliche Vermehrung des Stickstoffvolumens eintritt. In 
solchen Fallen kann man, da sich schwer diazotierbare Amine (Abb. 3) ahnlich den 
(langsam reagierenden) Anomalien (Abb. 4) verhalten, keine definitive Aussage 
iiber den Aminostickstoffgehalt machen; hier sind auch die gewonnenen quanti- 
tativen Ergebnisse mit Vorsicht zu beurteilen. 

Obige Befunde mit verdiinnter und konzentrierter Nitritlésung 
waren auch bei der Ausschaltung der Anomalien (mit positivem Fehl- 
resultat) zu beriicksichtigen. Einwandfreie Resultate erhalt man dem- 
nach nur mit verdiinnter Nitritlésung, da in diesem Bereiche die anomale 
Stickstoffentwicklung eventuell vorhandener Anomalien sehr gering ist. 
AuBerdem ist es notwendig, Jodid zuzusetzen, welches die Konzen- 
tration an s. S. noch weiter herabsetzt. Substanzen mit aktiver Methylen- 
gruppe sowie Phenole bromiert man vor der Desaminierung mit Brom- 
Eisessig. 
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Analysen mit negativem Fehlresultat 


Wahrend man die Reaktionsbedingungen bei Analysen mit posi- 
tivem Fehlresultat méglichst milde gestalten muB (vgl. oben), steht man 
hier vor der Aufgabe, méglichst extreme Bedingungen zu wahlen. Van 
Slyke hat z. B. zur Desaminierung solcher Verbindungen nicht nur eine 
konzentrierte Nitritlésung, sondern auch sehr lange Reaktionszeiten 
angewendet*. Schmidt? verkiirzte diese Reaktionszeiten, indem er bei 
erhéhter Temperatur (45°) arbeitete. Noch wirksamer ist nach unseren 
Beobachtungen kurzes Erhitzen auf 100°. Hierbei konnten wir bei 
vielen dieser Verbindungen, wie heterocyclische Amine, Aminopurine, 
Aminopyrimidine und Sulfonsiureamide, unter Verwendung von kon- 
zentrierter Nitritlésung bereits nach 40 bis 60 Min. quantitative Reak- 
tion erreichen. Besonders wertvoll war das Erhitzen bei Substanzen, die 
im Desaminierungsgemisch nur schwer in Lésung gehen, so z. B. bei 
Cystin, das sich bei 20° in Eisessig kaum lést und deswegen nur wenig 
Stickstoff liefert. Bei Erhitzen konnte der Aminostickstoff nahezu quan- 
titativ erfaBt werden**. 

Keine Abhilfe ist dagegen méglich bei den auBerst schwer diazotier- 
baren Verbindungen, wie Carbonsiureamiden und gewissen aroma- 
tischen Aminen (vgl. oben). Zu tiefe Resultate, die sich ebenfalls nicht 
beheben lassen, geben auch die Verbindungen, deren Diazoniumsalz bei 
100° noch beStandig ist, bzw. solche Verbindungen, deren Diazonium- 
salz eine intra- oder intermolekulare Kupplung eingeht. 


Beschreibung der Apparatur 


Es wird die bereits friiher? beschriebene Apparatur*** verwendet, die sich 
ohne Anderung bewahrt hat. Sie besteht aus einem Kohlendioxydentwickler (De- 
war-GefaB mit Trockeneis), welcher das fiir die Bestimmung nétige Treibgas 
(Kohlendioxyd) liefert. Darauf folgt ein abnehmbares DesaminierungsgefaB, in 
das ein Trichter (zur Zugabe der Nitritlésung) miindet. Der in diesem GefaB (aus 
der Substanz) entstehende Stickstoff sowie die (aus s. 8.) gebildeten Stickoxyde ge- 
langen sodann in einen mit Bromat/Schwefelsaure gefiillten Spiralwascher. Hier 
werden die Stickoxyde zu Salpetersiure oxydiert, wobei die Bromsaéure zu Brom 
reduziert wird. Zur Entfernung des stérenden Broms wird der Gasstrom durch ein 
mit Glasperlen beschicktes U-Rohr, welches mit Natriumthiosulfat benetzt ist, 
geleitet. Die Messung des Stickstoffes erfolgt schlieBlich in einem mit Lauge gefiill- 
ten Mikroazotometer nach Pregl]. 


* Nachteilig freilich ist, daB unter diesen extremen Reaktionsbedingungen 
die oben erwihnten Anomalien mit positivem Fehlresultat ebenfalls starker zum 
Vorschein kommen. 

** Beim Cystin 148t sich das Erhitzen umgehen, indem man es in Lauge lést 
und dann erst desaminiert. Obwohl es bei Zugabe der sauren Desaminierungslésung 
neuerlich ausflockt, liegt es nun so feinverteilt vor, daB es bereits in der Kalte nicht 
nur mit der primaren Aminogruppe reagiert, sondern dariiber hinaus ein positives 
Fehlresultat (vgl. oben) liefert. Hingegen ist man bei Substanzen, die man vorher 
nicht in Lésung bringen kann, lediglich auf das Erhitzen angewiesen. 

*** Wir danken der Firma P. Haack, Wien, insbesondere Herrn Alfred 
Haack, fiir das besondere Entgegenkommen bei der Entwicklung der Appa- 
ratur. 
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Reagenzien 


Natriumnitrit: a) 30-proz. waBrige Lésung, 
b) 5-proz. waBrige Lésung. 


Eisessig-Natriumacetat: 40-proz. Natriumacetatlésung wird zu gleichen 
Teilen mit Eisessig vermischt. 

Kaliumjodid: 40-proz. waBrige Lésung. 

Absorptionslésung: Bromat-Schwefelsiure: An Stelle des nicht allzu gut 
in Wasser léslichen Kaliumbromats wird das leichter lésliche Natriumbromat 
(7,5-proz. waBrige Lésung) verwendet. Die Natriumbromatlésung wird mit 50-vol.- 
proz. Schwefelsiure im Verhaltnis 1: 1 (unter Kiihlung) vermischt. Da sich diese 
Mischung beim Aufbewahren allmahlich zersetzt, werden davon jeweils nur 10 ml 
(ausreichend fiir einmalige Fiillung des AbsorptionsgefaBes) hergestellt. 


Natriumthiosulfat: gesaittigte waBrige Lésung. 
Kaliumhydroxyd: 50-proz. waBrige Lésung. 


Aufnahme des Desaminierungsverlaufes 


Wie oben erwabnt wurde, mu8 man bei unbekannten Substanzen zwecks Er- 
kennung evtl. vorliegender Anomalien den Desaminierungsverlauf mit verdiinnter 
und mit konzentrierter Nitritlisung aufnehmen. Die Handhabung der Apparatur 
erfolgt hierbei wie bereits friiher? beschrieben, nur mit dem Unterschied, daB man 
zu der in 2 ml Eisessig-Natriumacetat gelésten oder suspendierten Analysenprobe 
zuerst ein Gemisch von 1 ml 5-proz. Nitritlésung + 0,5 m/ Kaliumjodidlésung zu- 
gibt. Die eintretende Stickstoffentwicklung wird im Azotometer von 5 zu 5 Min. 
verfolgt. Zur Beschleunigung der Desaminierung erhitzt man in der 15. Min. mit 
kochendem Wasser (1 Min.) und spiilt bis zur 30. Min. mit Kohlendioxyd nach. 
Dann setzt man 2 ml 30-proz. Nitritlésung zu und verfolgt die Desaminierung zu- 
nichst wieder bei 20°. Zur Kontrolle, ob die Desaminierung beendet ist, wird nach 
der 45. Min. in Abstaénden von 10 Min. jeweils 1 Min. auf 100° erhitzt, bis die Stick- 
stoffentwicklung ausbleibt. 

In gleicher Weise wird auch der an sich sich geringe Blindwert der Bestim- 
mung aufgenommen. Zur weiteren Verminderung des Blindwertes trigt eine gute 
Kihlung des Bromat-Schwefelsiure-Waschers bei. 


a) Qualitative Auswertung 


Die vorhin erhaltenen Werte werden — nach Abzug des Blindwertes — 
graphisch aufgetragen und mit den oben erwahnten Abbildungen verglichen. 
Daraus kann man folgern, ob eine primaire Aminogruppe oder eine Anomalie 
vorliegt. 


b) Quantitative Auswertung 


Hat man auf Grund der obigen Abbildungen ersehen, da8 die untersuchte 
Substanz nicht anomal reagiert, so nimmt man das Volumen, bei dem keine weitere 
Stickstoffentwicklung mehr eintrat, als Grundlage fiir die quantitative Berechnung 
an. Kommt man jedoch zu dem Ergebnis, daB eine schwer diazotierbare Verbin- 
dung bzw. eine Anomalie vorliegt — eine Differenzierung zwischen beiden ist meist 
nicht méglich — so darf man das erhaltene Stickstoffvolumen nur unter Vor- 
behalt quantitativ auswerten. In solchen Fallen mu8 man unbedingt andere 
analytische Resultate zur Stiitzung heranziehen. 


Dem Vorstand des II. Chemischen Universitatslaboratoriums, Herrn Prof. 
Dr. F. Wessely, danken wir ergebenst fiir wertvolle Anregungen. 
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Zusammenfassung 


Eine Reihe von Verbindungsklassen, die bei Bestimmung der pri- 
miaren Aminogruppe nach van Slyke positive und negative Fehl- 
resultate geben, wird ermittelt; die Ursachen der Fehlresultate werden 
besprochen. 

Um die Anomalien bei unbekannten Analysensubstanzen zu er- 
kennen und moglichst auszuschalten, wird der Desaminierungsverlauf 
in verdiinnter und in konzentrierter Nitritlésung (unter Zusatz von 
Jodid) aufgenommen. Der Kurvenverlauf ist verschieden je nachdem, 
ob eine primare Aminogruppe oder eine Anomalie bzw. ein schwer dia- 
zotierbares Amin vorliegt. 


Summary 


A series of compounds showing positive or negative discrepancies 
in the estimation of primary amino groups by the van Slyke method are 
determined and the causes of the discrepancies discussed. In order to 
recognize anomalies and to exclude them as far as possible in the analysis 
of unknown substances, the course of the deamination in dilute and con- 
centrated nitrite solution (with addition of iodide) is observed. The shape 
of the curve varies depending on whether a primary amino group, an 
anomalous group or a difficultly diazotizable amine is present. 
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Untersuchungen iiber den Stoffwechsel 
der L(+)-Glutaminsaure 


III. Mitteilung 


Wirkungen von L(+ )-Glutaminsauregaben 
auf den Kohlenhydratstoffwechsel 


Von 


J. Gayer und V. Klingmiiller 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg 
(Direktor: Prof. Dr. J. Kiihnau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1955) 


Herrn Prof. Dr. H. Reinwein, Kiel, in Verehrung zum 60. Geburtstag gewidmet 


In den vorausgegangenen Mitteilungen!»? berichteten wir itiber 
das Verhalten von «-Ketoglutarséure, Brenztraubensaure, L-Alanin und . 
Asparaginsiure im Serum des Kaninchens nach Verabreichung von 
L-Glutaminséure. Wir hatten einen Anstieg von «-Ketoglutarsaure, 
einen Abfall von Brenztraubensaure sowie eine starke Vermehrung des 
t-Alanins beobachtet und konnten nachweisen, daB8 der Anstieg des 
L-Alanins den Pyruvatvorrat des Blutes um das 5—10fache iibersteigt. 
Wir schlossen daraus auf eine Nachlieferung der zur Alaninbildung be- 
notigten Brenztraubenséiure aus dem Kohlenhydratstoffwechsel, zu- 
mal die Hohe des Alaninanstieges unabhangig war von der injizierten 
Glutaminsiuremenge (2 und 4 mMol/kg), von gleichzeitiger Pyruvat- 


_ gabe sowie von der Applikationsart. Seitz, Engelhardt-Gélkel und 


Schaffry* haben beim Menschen den Anstieg von «-Ketoglutarsaure 
bestiitigen kénnen; sie fanden aber keinen Abfall von Brenztrauben- 
siure. Deswegen soll noch einmal an die Befunde von Kamin und 


_ Handler‘ erinnert werden, die als ein Endprodukt der Transaminierung 


eine starke Ausscheidung von Asparaginsiure im Harn nachgewiesen 
haben, wihrend wir keinen Anhalt fiir eine erhebliche Mehrbildung von 


_ Asparaginsdéure fanden. 


Wir berichten in dieser Mitteilung tiber die Wirkung von Glutamin- 
siuregaben auf den Kohlenhydratstoffwechsel in vivo auf Grund von 


Bestimmungen des Blutzuckerspiegels und Leberglykogens, und zwar 


betreffen die Versuche im 1. Kapitel die Glutaminsiurewirkung beim 


1 V. Klingmiiller u. K. H. Vogelgesang, Ber. ges. Physiol. exp. Pharma- 
kol. 162, 369 [1954]; diese Z. 300, 97 [1955]. 

* V. Klingmiiller, J.Gayer u. F. Bramstedt, diese Z. 300, 107 [1955]. 

3 W. Seitz, A. Engelhardt-Gélkel u. J.Schaffry, Klin. Wschr. 38, 


228 [1955]. 


4H. Kamin u. P. Handler, Amer. J. Physiol. 164, 654 [1951]. 
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Kaninchen (la) auf den durch Glucosebelastung erhéhten Blutzucker, 
(1b) auf den durch Insulin erniedrigten Blutzuckerspiegel und (1c) auf 
das Verhalten des Blutzuckers alloxandiabetischer Tiere. Im 2. Kapitel 
teilen wir das Verhalten des Leberglykogens von Ratten mit, und zwar 
nach Glutaminséiuregaben (2a) an Normaltiere, (2b) an Tiere mit 
blockierter Adrenalinausschiittung, (2c) an adrenalektomierte Tiere 
und (2d) an Pyridoxin-Mangeltiere. 


1. EinfluB von L(+)-Glutaminsadure auf den Blutzucker 


Uber das Verhalten des normalen Blutzuckers nach Glutamin. 
siure bei Mensch und Tier liegen zahlreiche, sich zum Teil widerspre. 
chende Untersuchungen vor®-§. Auch unsere Blutzuckerbefunde nach 
Glutaminsaéuregaben waren uneinheitlich ®, so daB es uns wiinschens. 
wert erschien, den Mechanismus der Einwirkung der Glutaminsiaure auf 
den Kohlenhydratstoffwechsel an Hand von Blutzuckerbestimmungen 
unter verschiedenen Bedingungen genauer zu analysieren. 


la) Wirkung von L(+)-Glutaminsduregaben 
auf den durch Glucosebelastung erhéhten Blutzucker- 
spiegel 


An 6 Kaninchen von etwa 3kg Gewicht, die seit 12—14 Stdn, 
niichtern waren, wurden Lésungen von 4 mMol Glucose/kg per Schlund- 
sonde verabfolgt und der Blutzucker sowohl nach Hagedorn-Jensen 
als auch als ,,;wahre Glucose‘ nach der von Frank und Kirberger 
modifizierten Methode von Nelson" bestimmt. 2 Tage spaiter wurde 
an die gleichen Kaninchen gleichzeitig mit der Glucose 2 mMol/kg 
L(+)-Glutaminséure verabreicht und wiederum der Blutzucker ver- 
folgt. 3 Tage nach diesem Versuch erhielten 3 dieser Tiere 8 mMol 
Glucose/kg und nach weiteren 2 Tagen wiederum 8 mMol Glucose/kg zu- 
sammen mit 2 mMol Glutaminsaure/kg gleichzeitig durch eine Schlund- 
sonde. Die Glucosemengen entsprechen 50 und 100 g bei 70 kg schweren 
Erwachsenen, die Glutaminsaéuremenge entspricht 20 g. 

Wir haben fiir die zuletzt erwihnten Versuche mit der doppelten 
Glucosemenge die gleichen Tiere benutzt, da auch Himwich® nach- 
gewiesen hat, daB die Stoffwechselwirkung intravenés oder oral verab- 


W. A. Himwich, Amer. J. Physiol. [1954], persénl. Mitteilung. 
R. Kiiper, Dissertat. Hamburg 1954. 
R. Torres, Rev. Neuro-Psiquatr. 17, 32 [1954]. 

8 W. Mayer-Gross u. J. W. Walker, Nature [London] 160, 334 [1947]; 
Biochem. J. 44, 92 [1949]. 

® V. Klingmiiller, Biochemie, Physiologie und Klinik der Glutaminsaure 
Editio Cantor K. G. Aulendorf/Wiirtt. 1955, im Druck. 

10 V. Klingmiiller u. J. Gayer, Verh. Dtsch. Ges. Inn. Med. 60, 960 [1954]. 

11H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]; N. Nelson, 
J. biol. Chemistry 158, 375 [1944]. 


5 
6 
7 





Stdn. 
lund- 
nsen 
rger 
vurde 
ol/kg 

ver- 
m Mol 
g zu- 
lund- 


veren 


elten 
nach- 
erab- 


Bd. 301 (1955) Uber den Stoffwechsel der L(-+)-Glutamirsaure III 271 


folgter Glutaminsiéure nach einem Tage abgeklungen ist. Die gleich- 
seitige orale Verabfolgung von Glutaminsiure fihrt zu einer Depression 
der Blutzuckerbelastungskurve (Abb. 1). Wir versuchten, diesen Be- 
fund an erwachsenen gesunden Versuchspersonen unter analogen Be- 
dingungen nachzupriifen, fanden aber bei den 4 untersuchten Personen 
keine Depression der Blutzuckerbelastungskurve. 








| 200 
oN 160+ ‘ 
2.4 

120- 


80+ 

















Stdn.—— 


Abb. 1. Glucosebelastungskurve; Kaninchen 4 mMol/kg Glucose per os; (----) 

ohne Glutaminsaurezusatz, (— ) gleichzeitig mit 2mMol/kg suspendierter 

L(+)-Glutaminsaure per os; a) Bestimmung der ,,wahren“ Glucose nach Frank, 
Kirberger™; b) nach Hagedorn-Jensen. 


1b) Wirkung von 1(+)-Glutaminsaure 
auf den durch Insulin erniedrigten Blutzucker 


Verabfolgt man einem 12Stdn. niichternen Kaninchen 31. E. 


| Altinsulin subcutan, so tritt 2—31/, Stdn. nach der Injektion ein hypo- 


glykimischer Schock ein, der mit 5 ml 20-proz. Glucoselésung unter- 
brochen werden kann (Abb. 2a). 





c)) 


Vers.91 


60 120 180 240 300 60 120 180 240300 60 120 180 240 300 
Min. —— 
Abb. 2. Blutzuckerkurven nach 3 I. E. Altinsulin ( | ) sube., Kaninchen (2,8 kg). 


a) und c): % Hypoglykamischer Schock, 5 ml 20-proz. Glucoselésung. i. v. 
b) und c): © 2mMol 1(+)-Glutaminsadure/kg per os. gy 














Werden demselben Tier 2 Stdn. vor dem erwarteten Schockeintritt 
2mMol/kg Glutaminsiure per os verabfolgt, so sinkt der Blutzucker 
nicht weiter ab, sondern es kommt zu einem langsamen Anstieg, wo- 
durch der Schock verhindert wird. (Abb. 2b). Ebenso kann der Schock 
durch gleichzeitige Gabe von Insulin und Glutaminsdure verhindert 


werden (Abb. 2b). 
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Abb. 2 ¢ zeigt, wieder bei demselben Tier, Versuche, bei denen die 
Glutaminséure vor den Insulininjektionen gegeben wurde. Der Versuch 
91, bei dem wir die Glutaminsaure 30 Min. vor dem Insulin gaben, zeigt 
wiederum keinen Schockeintritt, wihrend bei Versuch 90 die Glutamin. 
sdure, 60 Min. vor dem Insulin gegeben, den Schock nicht mehr verhin. 
dern konnte. — Diese Versuche wurden in 3tagigem Abstand an 3 Ka. 
ninchen in insgesamt 6 Versuchsserien durchgefiihrt. 


lc) Wirkung von t-Glutaminsaure 
auf das Verhalten des Blutzuckers alloxandiabetischer 
Kaninchen 

Fiir diese Versuche wurden Kaninchen von 2 und 3 kg Gewicht verwendet, 
die durch einmalige intravenése Injektion von 150 mg/kg Alloxan in 5-proz, 
Lésung diabetisch gemacht worden waren; das Alloxan wurde frisch nach 
Vanino™® dargestellt. Sie wurden eine Woche nach der Alloxaninjektion in den 
Versuch genommen, damit eventuelle Leber- und Nierenschadigungen abklingen 
konnten. 

An 6 Kaninchen, die seit 8—10Stdn. niichtern waren, wurden 
2 mMol/kg Natriumglutaminat als 10-proz. Lésung intravenés verab- 
folgt. In Tab. 1 sind die bei diesen Versuchen ermittelten Blutzucker-. 
werte zusammengestellt. Die Maximalwerte des Blutzuckers lagen bei 
120 Min. nach der Injektion; dabei sind die Anstiege um so groBer, je 
stirker der Diabetes, je héher also die Blutzuckerausgangslage der 
Tiere ist. 

Um sicherzustellen, daB es sich bei diesem Blutzuckeranstieg tat- 
sichlich um eine Wirkung der Glutaminsiure und nicht um den Effekt 
einer hypertonischen Salzlosung handelt, priiften wir in zwei weiteren 
Versuchen an alloxandiabetischen Kaninchen den Einflu8 von 4 mMol/kg 
als Aufschwemmung durch die Schlundsonde verabfolgte Glutamin- 
siure auf den Blutzucker. Die hierbei beobachteten Blutzuckerver- 
mehrungen betrugen 86 und 108mg%. Die Verabfolgung einer der 
Glutaminsaurelésung isotonischen Kochsalzlésung fiihrte zu keiner 
signifikanten Blutzuckersteigerung. 

Tab. 1. Blutzuckerverinderungen bei alloxandiabetischen Kaninchen nach intra- 


vendser Injektion von 2 mMol/kg Natriumglutaminat (10-proz. Lésung). Bestim- 
mung nach Hagedorn-Jensen; Angaben in mg. 





Tier | Vor der Min. nach der Injektion 
r. | Injektion | 90 | 120 | 150 190 





287 342 | 359 320 
270 352 | 352 y 304 
206 248 — 813 297 
475 515 718 760 683 
533 572 754 | 821 726 
182 202 238 270 | 266 256 


118 L. Vanino, Handb. d. praparativen Chemie; Verlag Ferd. Enke, Stuttgart, 
2. Aufl. 1923, Bd. 2, S. 235. 
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Um zu klaren, ob bei dieser Blutzuckererhéhung Glucose durch 
Adrenalinwirkung aus der Leber freigesetzt wurde oder ob hier die 
@lutaminsadure selbst fiir die Glucosebildung im Zwischenstoffwechsel 
verantwortlich war, suchten wir die Adrenalinwirkung durch adreno- 
lytische Substanzen auszuschalten. Die dihydrierten Mutterkornalkaloide 
vermégen in der Dosis von 0,1 mg/kg an-der Ratte nach Untersuchungen 
von Rothlin!?, Schneider™ und Kroneberg' die Blutzucker- 
wirkung von 0,1 mg/kg Adrenalin zu 96% zu unterdriicken. Die am 
stirksten wirksamen Substanzen dieser Reihe sind das Dihydroergo- 
cristin, Dihydroergocornin und Dihydroergokryptin, die im Hydergin 


BLN. 
| 


600; 


R 
Abb. 3. Blutzuckerkurve bei Alloxan- & 560} 
diabetes; Kurve A: 2 mMol/kg Na-Gluta- 
minat i. v.( |); Kurve B und C: 0,5 mg/ 520; 
kg Hydergin subc.; nach 20Min.2mMol/kg 
Na-Glutaminat i. v. 














0 60 0 180 
Min. -— 
m gleichen Teilen enthalten sind und selbst keine Eigenwirkung auf 
den Blutzucker haben, wie wir in Bestatigung der Beobachtungen von 
Kroneberg!* fanden. 

Wir injizierten den alloxandiabetischen Kaninchen im Vorversuch 
2mMol/kg Natriumglutaminat intravenés, wiederholten diesen Versuch 
3 Tage spaiter 20 Min. nach der Verabreichung von 0,5 mg/kg Hydergin 
subcutan und verfolgten in beiden Versuchsanordnungen den Blut- 
zucker. In Abb. 3 stellen die beiden gestrichelten Kurven B und C den 
Blutzucker unter dem Einflu8B von Hydergin und Glutaminat dar. Da- 
bei wurden die 3 Kurven in jeweils dreitagigem Abstand gewonnen, 
wobei die ausgezogene ohne Hydergin erzielte Kurve A zeitlich in der 
Mitte lag. 


2. EinfluB von 1(+)-Glutaminsaéure auf das Leberglykogen 


2a) Normale Ratten 


10 mannlichen Albinoratten mit Gewichten zwischen 150 und 200 g, 
die bis zum Versuchsbeginn ad libitum mit Hafer gefiittert wurden, 
wurde in jeweils 2-stdg. Abstand 3mal 10 mMol/kg Natriumglutaminat 
als 10-proz. Lésung intraperitoneal injiziert, 2 Stdn. nach der letzten 
Injektion wurden die Tiere durch Dekapitation getétet und das Leber- 


122 G. Rothlin, Bull. Schweiz. Acad. Med. Wiss. 2, 249 [1946/47]. 
18 P, B. Schneider, Schweiz. Arch. Neurol. 65, 283 [1950]. 
14 G. Kroneberg, persénl. Mitteilung. 
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glykogen nach Pfliger (vgl. Lohmann) in Doppelbestimmungen 
bestimmt. 10 weiteren Ratten wurde unter sonst gleichen Versuchs. 
bedingungen statt der Glutaminsiurelésung die entsprechende Menge 
Kochsalzlésung intraperitoneal verabfolgt. Die Tiere wurden ebenfalls 
2 Stdn. nach der 3. Injektion getétet und ihr Leberglykogen bestimmt, 

In Abb. 4a ist der Glykogengehalt in g°/, Frischleber als Mittelwerte der 
Doppelbestimmungen bei den einzelnen Tieren, als Mittelwerte der mit Glutamin. 
siure behandelten Tiere sowie der Kontrolltiere als Siulen dargestellt. Die sta. 
tistische Auswertung erfolgte als Beobachtungsreihe mit stetigem Merkmal!*® nach 
den Formeln: 


fiir den Mittelwert a = ; -2 x und fiir die Streuung o? = ; *2X(%—a)*. 


a)| | 6) 
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~ 
rn 














% Leberglykogen —— 
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A B COD A B CO 
Abb. 4a. Verhalten des Leberglykogens gefiitterter Ratten nach 3 maliger Injektion 
von je 10mMol/kg Na-Glutaminat intraperitoneal. A = Kontrolltiere; B= 
mit Glutaminat behandelte Tiere; C = Mittelwert der Kontrolltiere; D = Mittel. 
wert der mit Glutaminat behandelten Tiere. 


Abb. 4b. Wie Abb. 4a, jedoch 2malige Injektion von je 10mMol Na-Gluta- 
minat/kg intraperitoneal. 


Die Urteilszahl zur Feststellung der signifikanten Differenz wurde nach der 
Formel 


Q = —% =" ermittelt. Die Zufallsgrenzen wurden entspr. dem 3 o-Wert 


o? of 
/2 43 m4 
einer GauBschen Verteilung festgelegt mit Q ~ 3 + ~ =3+ aie = 3,5. 
1 2 
Da sich fiir unseren Fall eine Urteilszahl von Q = 9,5 ergibt, ist die Abnahme 


des Leberglykogens nach intraperitonealer Glutaminsiuregabe von 3mal 10 mMol/ 
kg statistisch gesichert. Die statistische Berechnung zeigt Tab. 2. 


In einem weiteren Versuch wurde 10 Ratten statt 3mal nur 2mal 
je 10 mMol/kg Natriumglutaminat intraperitoneal injiziert und wieder 
das Leberglykogen im Vergleich zu 10 mit Kochsalzlésung behandelten 
Tieren bestimmt. Den Glykogengehalt in g°% Frischleber zeigt Abb. 4b. 
Warum das Leberglykogen bei dem einen mit Glutaminséure behan- 
delten Tier hoch blieb, ist uns nicht ersichtlich; vielleicht erfolgte die 
Injektion in den Darm. Die statistische Auswertung dieses Versuches 


15 K. Lohmann in C. Oppenheimer u. L. Pincussen, Die Fermente und 
ihre Wirkungen, 8, 414; G. Thieme Verlag, Leipzig 1936. 

16 H.Gebelein u. H.J.Heite, ,,Statistische Urteilsbildung*, Springer- 
Verlag Berlin 1951. 
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ergibt eine signifikante Differenz nur dann, wenn dieses eine Tier in 
der Berechnung nicht beriicksichtigt wird. Wird den Ratten nur ein- 
mal 10 mMol/kg Natriumglutaminat verabfolgt, so kommt es zu keinem 
statistisch zu sichernden Glykogenabfall, so da8 wir auf die Wiedergabe 
der Ergebnisse verzichten. 

Bei allen mit Glutaminatinjektionen behandelten Tieren fanden 
wir in der Bauchhohle reichlich eiweiBhaltige Flissigkeit, die wir in 
einem weiteren Versuch bei 5 Ratten, denen wir 2mal 10 mMol/kg 
Glutaminat injizierten, quantitativ abpipettierten, nach EnteiweiBung 
mit Wolframat!’ zweidimensional papierchromatographisch unter- 
suchten sowie den Aminostickstoff nach van Slyke!® bestimmten. 
Der Zuckergehalt des Exsudats entsprach dem Blutzucker der Tiere. 
Die papierchromatographische Untersuchung ergab ein so erhebliches 
Uberwiegen der Glutaminsiure iiber die iibrigen Aminoséuren, da8 wir 
in Tab. 3 die gefundene Menge Amino-N als Glutaminsaure ausgedriickt 
haben. 


Tab. 2. EinfluB von 3mal je 10 mMol/kg Natriumglutaminat auf das Leber- 
glykogen normaler Ratten. 





Mit Glutaminsaure behandelte Tiere Kontrolltiere 
Leberglykogen i Tier | Leberglykogen 
(=a) in g%, e# Nr. | (=z)ing% 


0,22 
0,13 
0,16 
0,12 
0,18 
0,21 
0,20 
0,16 
0,17 
0,30 0,01322 


Lx = 1,85; 3(~—a)? =0,02410; Lx = 16,86; 2(x—a)?=8,2189; 
a = 0,185 g°%; 0 = +0,492%; a= 1,70g%; c= +0,91 g%. 
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Tab. 3. Anderung des Bauchhéhleninhalts von Ratten 2 Stdn. nach der Injektion 
von 2 mal je 10 mMol/kg Natriumglutaminat (= Glu) als 10-proz. Lésung. 





ae Gefundenes Exsudat in der 
Ratten KG6rper- Ph antes Bauchhohle 

Nr. Gewicht Glucose in |NH,-N ber. 
mg | ml mg in mg Glu 





396 3,96 124 42,0 
352 3,52 143 12,2 
348 3,48 108 30,4 
440 4,40 129 43,0 
360 3,60 108 20,7 


” §. Hier u. O. Bergeim, J. biol. Chemistry 161, 717 [1945]. 
18 D. D. van Slyke, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 3170 [1910]. 
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Aus diesen Befunden geht hervor, daB etwa 90% der injizierten 
Glutaminatmenge vom Tier tatsiachlich resorbiert worden sind und daf 
es sich bei der Mobilisierung von Leberglykogen nicht um einen Ver. 
diinnungseffekt durch die injizierte Fliissigkeitsmenge handeln kann, 
da die zugesetzte Fliissigkeitsmenge von durchschnittlich 4,0 m/ zu 
Erlangung eines Zuckergehaltes von 125mg% nur die Mobilisierung 
von 5 mg Glucose nétig machen wiirde, was einer Abnahme des Leber. 
glykogens um etwa 0,1 g% entsprechen wiirde. 


2b) EinfluB von L(+)-Glutaminsdure auf das Leberglykogen 
von Ratten mit blockierter Adrenalinausschittung 


Um den Wirkungsmechanismus der Mobilisierung von Leberglyko. F 


gen durch Glutaminsaure zu beleuchten, untersuchten wir diesen Effekt 





7 
Abb. 5. Verhalten des Leberglykogens gefiitterter Ratten ! 6 
nach 2maliger Injektion von je 10 mMol/kg Na-Gluta- > 5 
minat intraperitoneal und 20 Min. vorher von 0,5 mg/kg & 
Hydergin subcutan. — A = Kontrollen: Hydergin-Tiere; g¢ 
B = Glutaminat-Hydergin-Tiere; C = Mittelwert der 8 3) 
Kontrolltiere; D = Mittelwert der Glutaminat-Hydergin- 2 2 
Tiere. 1 
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ebenfalls unter dem Einflu8 von im Hydergin kombinierten dihydrierten F 
Mutterkornalkaloiden, Dihydroergocornin, Dihydroergocristin und Di-f 


hydroergokryptin; sie sind uns wegen der Unterdriickung bestimmter 


Sympathicuswirkungen bei der Untersuchung der _,,adrenergischen > 


Wirkung der Glutaminsiéure“ auf den Blutzucker alloxandiabetischer 
Kaninchen von Wert gewesen (s. Abschn. | c). 


10 bis Versuchsbeginn mit Hafer ad libitum gefiitterten Ratten wurden 20 Min. > 


vor der intraperitonealen Injektion von 10 mMol/kg Natriumglutaminat 0,5 mg/kg 
Hydergin subcutan verabfolgt, beide Injektionen 2 Stdn. spater wiederholt, die 
Tiere nach weiteren 2 Stdn. getétet und das Leberglykogen bestimmt. Die Ver. 


suchsbedingungen waren also die gleichen wie bei dem in Abb. 4b dargestellten F 
Versuch bis auf die Verabfolgung von Hydergin. Abb. 5 zeigt den Glykogengehalt 
in g°, Frischleber im Vergleich zu 10 Kontrolltieren, die ebenfalls Hydergin be-f 


kamen. Der Mittelwert a fiir die mit Glutaminat behandelten Tiere betragt 0,13 g°, 


mit einer Streuung o von + 0,168 g°%. Die Kontrolltiere haben einen Mittelwert 


a = 2,77 g%, die Streuung betrigt o = + 1,99 g°%%. Die Urteilszahl fiir die signi- 


fikante Differenz ist 6,67 bei einer Zufallsgrenze von 3,55. Die statistische Signi- > 


fikanz ist also auch bei diesem Versuch trotz der groBen Schwankung des Glykogen- 
gehaltes bei den Kontrolltieren gewahrt. 


Da die mit Glutaminat behandelten Ratten gegen Ende des Ver-} 


suches deutliche hypoglykimische Symptome zeigten, verfolgten wir 


bei 4 Tieren wahrend eines solchen Versuches den Blutzucker, der von} 
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normalen Werten am Anfang zu deutlich hypoglykaémischen gegen Ende 
des Versuches abfiel (Abb. 6). Die hierzu durchgefiihrten Kontrollen 
mit Glutaminat allein sowie mit Hydergin allein zeigten keine Blut- 
zuckerschwankungen. 





Abb. 6. Verhalten des Blutzuckers ge- 

fiitterter Ratten. (tf): Injektion von 

10 mMol/kg Na-Glutaminat intraperito- 

neal, 20 Min. vorher 0,5 mg/kg Hydergin 
subcutan. 
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2c) EinfluB von L(+)-Glutaminséure auf Leberglykogen 
und Blutzucker adrenalektomierter Tiere 


In einer weiteren Versuchsserie untersuchten wir den EinfluB von 


_ intraperitonealen Glutaminatinjektionen auf Leberglykogen und Blut- 
'zucker adrenalektomierter mannlicher Ratten. Die Tiere wurden in 
einer Sitzung doppelseitig adrenalektomiert und erhielten in den fol- 
'genden 8 Tagen 2mal taglich 0,4 m//100 g Nebennierenextrakt (Pan- 
cortex) intramuskulir sowie eine aus Hafer und 2-proz. Kochsalz- 
_lésung bestehende Diit. Am Versuchstage wurde den Tieren 2mal 


10 mMol/kg Natriumglutaminat in 2-stdg. Abstand intraperitoneal ver- 
abreicht. In verschiedenem zeitlichem Abstand nach der zweiten In- 


| jektion zeigten die Tiere starke hypoglykaimische Symptome, die im 
ausgeprigten Schock mit heftigen Streckkrémpfen endeten. Auf der 
| Hohe des Schocks wurden die Tiere dekapitiert, der Blutzucker aus 
dem Kopfblut sowie das Leberglykogen bestimmt. Tab. 4 zeigt die Er- 


Tab. 4. EinfluB von 2mal 10 mMol/kg Na-Glutaminat auf Leberglykogen und 


Blutzucker adrenalektomierter Ratten. — 








. ss : Schockeintritt | Blutzucker Leber- 
sg Prose oye gore mg nach 2 Inj. sub finem glykogen 
, or 8 in Min. in mg% in g% 
1 132 390 110 21 0,14 
2 120 350 55 24 0,17 
3 110 322 30 25 0,10 
4 117 344 20 35 0,14 
5 117 344 5 28 0,13 
6 95 280 85 41 0,13 
7 120 350 65 26 0,16 
8 100 294 40 32 0,15 
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gebnisse dieses Versuches. Auch bei adrenalektomierten Tieren fiihren 
hohe Glutaminsiureinjektionen wie bei den Tieren mit durch Hydergin 
blockierten Adrenalinwirkungen zur Senkung von Leberglykogen und 
Blutzucker. DaB die hypoglykamischen Symptome hier eher und inten. 
siver auftreten, mag seine Erklirung in dem Fehlen eines reaktions. 
fahigen Nebennierenrindenapparates mit ausreichender Bereitstellung 
von Glykocorticoiden sowie in der durch die Operation doch vollstin. 
diger gelungenen Ausschaltung der adrenergischen Wirkung finden. 


2d) Einflu8B von 1L(+)-Glutaminsadure 
auf das Leberglykogen von Pyridoxin-Mangeltieren 


Mannliche Albinoratten (Stamm Sprague-Dawley) wurden mit 
einer pyridoxinfreien Diat, bestehend aus 63% vitaminfreier Mais. 
starke, 18% vitaminfreiem Casein, 4% Cellulosepulver, 4% Salzge. 
misch nach McCollum, 11% Lebertran, ernahrt; pro 100 g Diat wurden 
zugesetzt: 100mg Cholinhydrochlorid, 1 mg- Thiamin, 2mg Lacto. 
flavin, 10 mg Nicotinsiureamid, 0,2 mg Vitamin K (Synkavit). Jedes 
Tier erhielt taglich 180 y Desoxypyridoxin per Schlundsonde. Nach 
5—8 Tagen nahmen die Tiere nicht mehr an Gewicht zu und zeigten 
nach 3 Wochen alle Symptome ausgeprigten Pyridoxinmangels. 

Da sich herausstellte, daB derartige Ratten wegen des durch die starken 
Schleimhautverinderungen an Maul und Rachen bedingten Hungerzustandes 
auBerordentlich niedrige Glykogenwerte haben, wurden die Tiere wahrend der 
letzten Woche vor dem Versuch mit einer fliissigen kalorisch ausreichenden Diat 
(150 g mit Pepsin aufgeschlossenes vitaminfreies Casein, 500 g Glucose, 20 g Salz- 
gemisch, 50 g Cellulosepulver, 40 mg Desoxypyridoxin, Vitaminzusatz wie oben, 
Wasser ad 1000 m/) 3mal taglich durch die Schlundsonde ernahrt. Der einen 
Halfte der so vorbehandelten Tiere wurde 2mal 10 mMol/kg Natriumglutaminat 
im Abstand von 2 Stdn. intraperitoneal injiziert und das Leberglykogen nach wei- 
teren 2 Stdn. bestimmt. Die andere Hialfte der Tiere erhielt statt des Glutaminats 
Kochsalzlésung. 


Die Glykogenwerte der behandelten und der Kontrolltiere sind fF 


aus Tab. 5 ersichtlich. Bei den mit Glutaminat behandelten Tieren be- 
tragt der Mittelwert a = 0,59 g%, die Streuung o = + 0,196 g%. Bei 


Tab. 5. Einflu8 von 2mal je 10 mMol/kg Na-Glutaminat auf das Leberglykogen 
von Pyridoxin-Mangeltieren. 


























Mit Glu behandelte Tiere Kontrolltiere 
Tier | Leberglykogen 2 Tier |Leberglykogen 
Nr. in g (e—s) Nr. ing % (=—e)? 
1 0,44 0,0225 6 0,33 0,044 
2 0,68 0,0081 7 1,34 0,64 
3 0,75 0,0256 8 0,18 0,129 
4 0,78 0,0361 9 0,14 0,16 
5 0,29 0,09 10 0,74 0,04 
Sx = 2,94; Z(x—a)?= 0,1923; Sx = 2,73; 5(x—a)? = 1,013; 
a = 0,59 g%;0 = + 0,196 g%; a = 0,54 g%; = +0,46 2%. 
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den Kontrolltieren ist der Mittelwert a = 0,54 2%, die Streuung o = 
ergin 0,46 g%. Die Urteilszahl liegt bei 1,06, die Zufallsgrenze bei 4,0; eine 
und signifikante Differenz besteht also zwischen beiden Gruppen nicht. 


‘ions. Diskussion 
llung Nachdem iiber das Verhalten des normalen Blutzuckers nach 
stan. Glutaminséuregabe bei Mensch und Tier zahlreiche Untersuchungen 


zu nicht tibereinstimmenden Ergebnissen gefiihrt hatten®-!, glaubten 
wir dadurch zu eindeutigeren Aussagen iiber den Einflu8 der Glutamin- 
siure auf die Glykaémie zu gelangen, daB wir ihn bei experimentell 
variiertem Blutzuckerniveau priften. Wir untersuchten daher die 
Wirkung von 1(-+)-Glutaminséure auf den durch Traubenzuckerbe- 





ea lastung oder Alloxanbehandlung erhéhten und den durch Insulin- 
ak verabfolgung erniedrigten Blutzucker. 
— Unsere Versuche haben gezeigt, daB die alimentiire Hyperglykamie 
rden durch Glutaminsiure beim Kaninchen regelmaBig partiell unterdriickt 
a werden kann. Den Befund von Kiiper®, der einen Versuch mit dem 
Nod gleichen Ergebnis an einer 23-jahrigen gesunden Versuchsperson durch- 
' fihrte, konnten wir aber beim Menschen nicht bestitigen. Diese Dis- 
c= krepanz mag ihre Ursache darin haben, daB unsere Versuchspersonen 
Institutsangeh6rige waren, die wahrend der Versuche ihre vorwiegend 
arken F  sitzende Arbeit fortsetzten. 


1 de Die partielle Unterdriickung der alimentiren Hyperglykamie durch 
Diat Glutaminsaéure scheint dafiir zu sprechen, daB der EinfluB einmaliger 
Salz- oder stoBweiser Verabreichungen von Glutaminsaure auf den Kohlen- 


oben, hydratstoffwechsel nicht stets als adrenergischer Effekt!®?° gedeutet 
werden kann, sondern daB die Glutaminsaéure auBerdem nach Trans- 
1 wei- aminierung zu «-Ketoglutarsiure durch Anfachen des Citronensiure- 
Linats ecyclus, zum anderen durch Verbrauch von Brenztraubensiure bei der 
} Transaminierung? in den Stoffwechsel der Glucose eingreifen kann. 
sind F (ffensichtlich werden die Reaktionsprodukte «-Ketoglutarsiure und 
, be- Alanin nicht zur sofortigen Resynthese von Glucose, sondern im Citronen- 
Bei siurecyclus verwendet. 

Die Wirkung der Glutaminséure auf das Erwecken aus dem hypo- 
glykimischen Schock ist oft beschrieben und nachuntersucht wor- 
den®!®, Da neben Glutaminséiure auch andere Substanzen (p-Amino- 
benzoesiure, Glykokoll, Arginin und EiweiBhydrolysate) diese Wirkung 
haben, an Gehirnschnitten aber verschieden wirken, ist ein zentraler 
_ Angriffspunkt der Glutaminsiéure nicht anzunehmen. Dagegen konnte 
— Weil-Malherbe zeigen!®*°, daB es durch Injektion von nur geringen 
Mengen von Glutaminsiéure zu einem starken Anstieg des im hypogly- 
kémischen Schock erniedrigten Adrenalins kommt?!. Die Folge dieses 


"sa H. Weil-Malherbe, J. Ment. Sci. 95, 930 [1949]; ders., Physiol. Rev. 30, 
549 [1950]. 

20 H. Weil-Malherbe, Lancet 265, 623 [1953]. 
y0/ 21 H. Weil-Malherbe u. A. D. Bone, J. Endocrinol. 11, 285 [1954]. 
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Adrenalinanstieges ist dann die Erweckung aus dem Schock und der 
folgende Blutzuckeranstieg. Dieser adrenergische Effekt, den Weil. 
Malherbe auch fir die gelegentlich beobachteten Steigerungen des 
Blutzuckers nach Glutaminsiéuregaben an Normglykamische als Er. 
klarung heranzieht, ist nach unseren Versuchen auch noch dann nach. 
zuweisen, wenn die Glutaminsaure 30 Min. vor dem Insulin gegeben wird, 
Er scheint also etwa so lange anzuhalten, bis der Glutaminsdurespiegel 
und die Verschiebungen der intermediiren Stoffwechselprodukte wieder 
normailisiert sind. Da dieses innerhalb von 2—3 Stdn. der Fall ist, kann 
eine Glutaminsiuregabe 2—3 Stdn. vor dem zu erwartenden Schock. 
eintritt diesen nicht mehr verhindern. Die Feststellung von Him wich‘, 
daB die Glutaminsaurewirkung auf den Stoffwechsel am nachsten Tag 
bereits abgeklungen ist, méchten wir dadurch weiter prizisieren, da 
nur 2—3 Stdn. zur Normalisierung des Stoffwechsels notwendig sind. 


Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen stehen Befunde von Kraus 
und Rech”, die eine insulinverstirkende Wirkung der Glutaminsiure 
nachweisen, wenn diese am Abend vor einer Insulingabe, die normaler- 
weise keinen Schock auslést, gegeben wird. Wir haben diese Versuche 
nachgearbeitet und nicht bestatigen kénnen. 

Der Anstieg des Blutzuckers nach Glutaminsdureverabfolgungen 
an alloxandiabetische Tiere hat nicht seine Ursache in der im Diabetes 
gesteigerten Glykoneogenese, sondern ist nach unseren Versuchen eben- 
falls als adrenergischer Effekt zu deuten, da es gelingt, ihn mit dihy- 
drierten Mutterkornalkaloiden zu unterdriicken. 

Wir kénnen hier also zwei verschiedene Mechanismen der Glutamin- 
siurewirkung auf den Blutzucker unterscheiden; einmal eine blutzucker- 
senkende bei alimentiarer Hyperglykimie, zum anderen eine blutzucker- 
steigernde adrenergische bei Alloxandiabetes und Insulinschock. Beide, 
die glykolytische und die adrenergische, heben sich bei Glutaminsiure- 
verabfolgungen an normglykaémische Tiere meistens auf. Bei alimen- 
tirer Hyperglykamie iiberwiegt entsprechend der katabolischen Stoff- 
wechselrichtung die gleichsinnig verlaufende glykolytische Wirkung, 
wahrend beim Alloxandiabetes mit gestértem Glucoseabbau diese gly- 
kolytische Wirkung offensichtlich nicht zur Geltung gekommen ist, 
sondern der adrenergische Effekt zu einer Freisetzung von Glucose aus 
der glykogenreichen Leber und damit zu einem betrachtlichen Blut- 
zuckeranstieg gefiihrt hat. Dieser ist um so héher, je stirker der Diabetes 
ist, d. h. je geringer die Fahigkeit des Organismus ist, Glucose abzu- 
bauen. 

Nachdem wir zeigen konnten, da8 die Wirkung der Glutaminsaure 
auf den Kohlenhydratstoffwechsel nicht nur auf einem adrenergischen 
Effekt!®° zu beruhen braucht, sondern daB die nachgewiesene De- 
pression der Blutzuckerbelastungskurve in einem anderen Mechanismus 
ihre Erklarung finden muB, konnte der statistisch gesicherte Beweis 


22 W. Kraus u. H. Rech, Dtsch. Gesundheitswes. 6, 992 [1953]. 
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erbracht werden, daB geniigend hohe Injektionen von L(+ )Glutamin- 
siure zu einem fast vdlligen Schwund des Leberglykogens gefiitterter 
Ratten fiihrt. Diese Mobilisierung des Glykogens ist unabhingig von 
einem intakten Nebennierenmarksystem, wie wir durch dessen Aus- 
schaltung einerseits auf pharmakologischem und andererseits auf ope- 
rativem Wege anschaulich machen konnten. Schober® wies bei Ka- 
ninchen nach intravendser Injektion von 6mal 0,54 g Glutaminat eine 
villige Glykogenverarmung von Leber und Nebenniere mit_histo- 
chemischen Methoden nach. Da er auBberdem ein Verschwinden der 
Chromaffinitaét der Nebenniere fand, deutete er den Glykogenschwund 
als adrenergischen Effekt. Unseres Erachtens ist nach den eingehenden 
Untersuchungen von Weil-Malherbe?® an einer vermehrten Aus- 
schiittung von Adrenalin und Noradrenalin aus der Nebenniere nach 
Gabe von Glutaminsaéure nicht zu zweifeln, jedoch befinden wir uns 
hier im Gegensatz zu Schober, da wir diesem adrenergischen Effekt im 
Hinblick auf die Mobilisierung des Leberglykogens keine wesentliche 
Bedeutung beimessen k6nnen. 

Interessant scheint bei dieser Ausschaltung der adrenergischen 
Wirkung der Befund zu sein, daB es durch Glutaminsiéuregabe zu einem ' 
Absinken des Blutzuckers auf hypoglykimische Werte kommt. Nach 
Untersuchungen von Weil-Malherbe* ist die Blutzuckersenkung 
nach Insulin eine zeitliche Folge des Adrenalinabfalls, wobei wir die 
Méglichkeiten der Ursache dieses Phinomens auBer Betracht lassen 
wollen. Da wir die Adrenalinwirkung entweder pharmakologisch oder 
operativ unterbunden haben, ist auf diesem Wege die gleiche Stoff- 
wechsellage mit geringer (oder fehlender) Adrenalinwirkung wie nach 
Insulingabe vorhanden, und dem Blutzucker ist so die Méglichkeit zum 
Absinken gegeben, die entweder — im Falle des Insulinschocks durch 
vermehrten Abbau in der Peripherie oder im Falle der Glutaminsaure- 
gabe durch Brenztraubenséureentzug auf dem Wege der Transami- 
nierung zu «-Ketoglutarsiure und Alanin realisiert wird. Der Adrenalin- 
abfall scheint so eine der Voraussetzungen fiir den Eintritt des hypo- 
glykémischen Schocks zu sein, deren andere ein auf irgendeine Weise 
zustande gekommener Glucoseabbau sein muB. 

Unseren oben angenommenen Wirkungsmechanismus des Eingrei- 
fens von L(+-)-Glutaminsaéure in den Kohlenhydratstoffwechsel durch 
ihre Transaminierung zu «-Ketoglutarséure und Alanin suchten wir 
durch Untersuchungen an Pyridoxin-Mangeltieren mit herabgesetzter 
Transaminaseaktivitat zu stiitzen. Nach Kihnau” ist Vitamin B, fiir 
echte Transaminierungen unentbehrlich; da ein avitaminotischer Orga- 
nismus aber bestrebt ist, alle Vitaminreserven fiir lebensnotwendige 
Prozesse, auch fiir Transaminierungen in der Leber frei zu machen, la®t 
sich der Vitaminmangel eines Tieres nur in besonderen Versuchsanord- 


23 R. Schober, Arzneimittel-Forsch. 4, 26 [1954]. 
“4 J. Kiihnau, in Stepp-Kiihnau-Schroeder, Die Vitamine, F. Enke- 


Verlag, Stuttgart 1953. 
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nungen als eine Beeinflussung enzymatischer Reaktionen fassen, wie 
besonders die Arbeiten vonAwapara, Elvehjem, Meister,McHenry, 
Snell und ihren Mitarbeitern u. a. gezeigt haben**. Deswegen erhielten 
die Ratten fiir diese Versuche zusiitzlich zur B,-freien Diaét Desoxypy. 
ridoxin als Antivitamin. Zwar gelang es uns trotz kohlenhydratreicher 
Zwangsfitterung nicht, das Leberglykogen der Tiere auf eine Durch. 
schnittskonzentration von 22% zu steigern, um eine fiir unsere Ver. 
suche giinstige Ausgangslage zu schaffen, doch zeigen unsere Ergebnisse, 
daB zwischen behandelten und kontrollierten kein Unterschied im Gly. 
kogengehalt der Leber besteht. 

Berechnet man die signifikante Differenz zwischen den mit Gluta- 
minat behandelten Pyridoxin-Mangeltieren und der ersten von uns an- 
gestellten Versuchsserie, so ergibt sich eine Urteilszahl Q = 6,0 bei einer 
Zufallsgrenze von 3,66. Hiermit ist also der statistische Beweis erbracht, 
da ein intaktes Transaminierungssystem fiir die Mobilisierung von 
Leberglykogen durch Glutaminsaure notwendig ist. 

Um einen quantitativen Anhaltspunkt dafiir zu bekommen, welcher 
Prozentsatz der zugefiihrten Glutaminsiure wieder vom Organismus 
eliminiert wird, untersuchten wir an einer 10 Stdn. niichternen 80 kg 
schweren Versuchsperson nach oraler Aufnahme von 25 g Glutaminsiure 
als Suspension deren Ausscheidung im Harn. Der Harn wurde in Halb- 
stundenportionen papierchromatographisch untersucht und der Amino- 
stickstoff naéh Aufspaltung des Harnstoffs mit Urease und Adsorption 
des entstandenen Ammoniaks an Permutit nach van Slyke bestimmt. 
Die Ausscheidung der Glutaminsaure setzte 1 Stde. nach der Aufnahme 
ein und betrug innerhalb von 3 Stdn. 0,65 g, das sind 2,6 % der auf- 
genommenen Menge. 

Unsere Befunde stehen in einem gewissen Gegensatz zu den be- 
kannten alteren Untersuchungen von Wilson und Lewis?* sowie von 
Butts, Blunden und Dunn?”’, die an 24—48Stdn. hungernden 
Ratten Glutaminat durch die Schlundsonde verfiitterten und signifi- 
kante Zunahmen des Leberglykogens im Vergleich zu den hungernden 
Kontrolltieren fanden. Wir haben deren Versuche nachgearbeitet und 
sie im wesentlichen bestiatigen kénnen. 10 Ratten, die 48 Stdn. niich- 
tern waren, erhielten 10 Stdn. lang alle 2 Stdn. 2 m/ 10-proz. Natrium- 
glutaminatlosung. AnschlieBend wurde das Leberglykogen im Vergleich 


*% §.R. Ames, P. Sarma u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 167, 135 
[1947]; J. Awapara, ebenda 200, 537 [1953]; J. R. Beaton, R. M. Ballantyne, 
R. E. Lan, A.Steckley u. E.W.McHenry, ebenda 186, 93 [1950]; J.R. 
Beaton, J. L. Beare, G. Beaton u. E. W. McHenry, ebenda 204, 715 [1953]; 
E. F. Caldwell u. E.W. McHenry, Arch. Biochem. Biophysics 45, 97 [1953]; 
A. Meister, H. A. Sober u. E. A. Peterson, J. biol. Chemistry 206, 89 [1954]; 
F. Schlenk u. E, E. Snell, ebenda 157, 425 [1949]; R. C. Wright u. E. M. Scott, 
ebenda 206, 725 [1954]. 

26 R.H. Wilson u. H. B. Lewis, J. biol. Chemistry 85, 559 [1929/30]. 

2” J.S. Butts, H. Blunden u. M.S. Dunn, J. biol. Chemistry 119, 247 
[1937]. 
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mu Kontrolltieren bestimmt. Es betrug im Mittel 0,45 ¢% bei einer 
Variationsbreite von 0,15 bis 1,12 g%, bei den Kontrolltieren 0,02 bis 
0,03 ¢%. 

Wir glauben nun, da8 diese Befunde nur in scheinbarem Gegensatz 
m der von uns beobachteten glykogenmobilisierenden Wirkung der 
Glutaminsaure stehen, da die Stoffwechselausgangslage des Organismus 
sicher fir die Richtung der ablaufenden Reaktion von Bedeutung ist, 
so daB es bei gefiitterten Tieren mit reichlichem Glykogenangebot zu 
einem Abbau von Glucose kommt, wahrend ein stark hungernder 
Organismus tiber den Citronenséurecyclus seinen Glykogenbedarf auf- 
baut. 


Zusammenfassung 


Es wurde der Einflu8 der Verabfolgung von L-Glutaminséure auf 
den experimentell erhdhten und erniedrigten Blutzucker bei Kaninchen 
und das Verhalten des Leberglykogens nach intraperitonealer Verab- 


 reichung von L(+ -)-Glutaminsaure als Natriumsalz bei ad libitum ge- 


fitterten Ratten untersucht. 


Bei Traubenzuckerbelastungen mit 4 bzw. 8 mMol/kg Glucose fiihrt 
die gleichzeitige orale Gabe von u-Glutaminséure zu einer deutlichen 


| Depression der Blutzuckerbelastungskurve. 


Der hypoglykimische Schock nach 31. E. Insulin kann durch 


orale Glutaminsaéuregaben bis zu einer Zeit von mindestens 30 Min. 
_ vor der Insulininjektion verhindert werden. 


Bei alloxandiabetischen Tieren fiihren intravenédse und orale Glu- 
taminséuregaben zu Blutzuckersteigerungen zwischen 70 und 200 mg%, 
die um so gréBer sind, je hoher die Blutzuckerausgangswerte waren. 

Der Blutzuckeranstieg bei alloxandiabetischen Kaninchen 1a8t sich 
durch vorherige subcutane Injektion von 0,5 mg/kg Hydergin unter- 
driicken. 

Normale Ratten zeigen nach Injektion von 2- und 3mal 10 mMol/kg 
Natriumglutaminat signifikante Abnahmen des Leberglykogens. Die 
einmalige Injektion von 10 mMol/kg Glutaminat fiihrt zu keiner signi- 
fikanten Abnahme. 

Die Glykogenmobilisierung durch Glutaminsiure 148t sich durch 


| vorherige subcutane Injektion von 0,5 mg/kg Hydergin nicht unter- 


dricken. Es kommt dabei zum Absinken des Blutzuckers auf hypo- 
glykiimische Werte. 
Bei adrenalektomierten Ratten fiihren intraperitoneale Injektionen 


_ von 2mal 10 mMol/kg Glutaminat zu Glykogenmobilisierung und hypo- 
 glykamischen Krampfen. 


Pyridoxin-Mangeltiere zeigen nach Glutaminatinjektionen keinen 


| Abfall ihres Leberglykogens, es bleibt im Vergleich mit den anderen 
Versuchsserien signifikant erhéht. 
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Die Mobilisierung von Leberglykogen durch 1L(+)-Glutaminsaure 
ist also unabhangig von einer Adrenalinwirkung, jedoch ist ein intaktes 
Transaminasesystem fiir das Ablaufen der Reaktion notwendig. 


Summary 


The influence of the administration of t-glutamic acid on the ex. 
perimentally increased and depressed blood sugar level in rabbits was 
investigated. Further, the behaviour of glycogen in the liver of rats fed 
with an ad libitum diet was examined after intraperitoneal administra. 
tion of L(-+-)-glutamic acid in the form of its sodium salt. In the case of 
loading with 4 or 8 millimoles of glucose per kgm simultaneous oral ad. 
ministration of L-glutamic acid produces a marked depression of the 
blood sugar loading curve. 

The hypoglycaemic shock produced by 31. U. of insulin can be 
prevented by oral administration of glutamic acid up to a time of not 
less than 30 minutes before the insulin injection. 

In the case of alloxan diabetic animals intravenous and oral ad. 
ministration of glutamic acid causes increases in the blood sugar level 
of between 70 and 200 mgm %. The higher the initial blood sugar values, 
the greater is the increase. 

The increase in blood sugar in alloxan diabetic rabbits can be sup. 
pressed by previous subcutaneous injection of 0.5 mgm of ,,Hydergin‘ 
per kgm. Normal rats show a significant reduction of the liver glycogen 
after 2 or 3 injections of 10 millimoles of sodium glutamate per kgm. A 
single injection of 10 millimoles of glutamate per kgm causes no signi- 
ficant reduction. 

The mobilization of glycogen by glutamic acid cannot be suppressed 
by previous subcutaneous injection of 0,5 mgm of ,,Hydergin“ per 
kgm, this causing reduction of the blood sugar to hypoglycaemic values, 

Intraperitoneal injection of 2 x 10 millimoles of glutamate per kgm 
in adrenalectomized rats produces mobilization of glycogen and hypo- 
glycaemic convulsions. 

After injection of glutamate in animals deficient in pyridoxin there 
is no reduction in their liver glycogen which remains markedly higher 
than in the other series of experiments. 

The mobilization of liver glycogen by L(-+)-glutamic acid is thus | 
independent of any adrenaline effect although an intact transaminase 
system is necessary for the reaction to proceed. 
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Neuauflage nach einem Jahr! 


LEUTHARDT 


Lehrbuch der physiologischen Chemie 
Begriindet von S. EDLBACHER 


12., durchgesehene Auflage. 1955. GroB-Oktav. Mit 61 Abbildungen. 
XVI, 823 Seiten. Ganzleinen DM 42, — 


Die biochemische Forschung hat seit dem Erscheinen der 10. Auflage dieses Buches 
(1952) viele neue Ergebnisse zutage geférdert, welche unsere Kenntnis der che- 
mischen Lebensvorgange vertieft und erweitert haben. Diese neuen Erkenntnisse 
wurden soweit als méglich beriicksichtigt. Dabei haben verschiedene Abschnitte 
des Buches eine griindliche Uberarbeitung erfahren. 


Neu iiberarbeitet ist auch das am SchluB des Buches angefiigte Ver- 


| seichnis der wichtigsten benutzten Literatur. Es enthalt neben einer Reihe 


grundlegender Originalarbeiten eine Auswahl von Ubersichtsreferaten und Mono- 
graphien iiber spezielle Gebiete, meist neueren Datums mit Autorenregister. Auch 
in den Text wurden Literaturhinweise, hauptsachlich auf neuere Arbeiten, einge- 
figt. Die Bibliographie soll, ohne das Buch seines Charakters als einfiihrendes Lehr- 
buch zu entkleiden, dem Leser, der sich weiter in die Probleme zu vertiefen wiinscht, 
den Zugang zum Schrifttum erlauben. 


Das Eingehen auf das Prinzip der Forschungsmethoden ist fiir den Studierenden 
eine Hilfe und Erleichterung, da er das Methodische sonst in der Literatur nur schwer 
finden kann. Ferner ist die Kenntnis der Methoden fiir das Verstindnis der Forschungs- 
resultate auch fiir den Lernenden von fundamentaler Bedeutung. 


Trotz der groBen Volumenzunahme ist dieses Lehrbuch der alte ,Edlbacher‘ geblieben — 
den heutigen Bediirfnissen angepaBt, mit klarem, einfachem Text, immer mit Haupt- 
bezug auf die Stoffwechselvorgdnge und thre pathologische Physiologie. Es ist nicht 
nur ein Lehrbuch fiir den Medizinstudenten, sondern wird auch vom Chemiker, Kli- 
niker und Biologen haufig konsultiert werden. E's gibt iiber alle heute mehr oder minder 
gesicherten Erkenntnisse der physiologischen Chemie und ihrer Grenzgebiete klare 


Auskunft.“‘ 
Zeitschrift fiir Vitamin-Hormon-Fermentforschung, Wien 
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FRIEDRICH KLAGES 


\ 


Lehrbuch der organischen Chemie 


In drei Banden 


I. Band: Systematische organische Chemie 


1. Hilfte: Kohlenwasserstoffe, Halogenverbindungen, 
Sauerstoffverbindungen 

GroB-Oktav. Mit 12 Abbildungen und 25 Tabellen. XVI, 531 Seiten. 
1952. Ganzleinen DM 68, — 


2. Halfte: Stickstoff- und andere Nichtmetallverbindungen, 
metallorganische Verbindungen, cyclische Verbindungen u. a. 
GroB-Oktav. Mit 6 Abbildungen und 16 Tabellen. XV, 453 Seiten. 
1953. Ganzleinen DM 62,— 


II. Band: Theoretische und allgemeine organische Chemie 
GroB-Oktav. Mit 126 Abbildungen und 40 Tabellen. XV, 605 Seiten. 
1954. Ganzleinen. Bei Bezug des Gesamtwerkes DM 68,—; bei Bezug 
nur dieses Bandes DM 72,— 


III. Band: Sondergebiete 


In Vorbereitung 


»Hin ganz neuartiger Aufbau kennzeichnet dieses drei- 
bandige Lehrbuch der organischen Chemie. 

Das ganze Buch ist fliissig und verstaindlich geschrieben, s0 
daB das Lesen des z. T. schwierigen Inhalts das Interesse weckt und 
zu weiterem Studium anregt. So ist das Werk sehr gut geeignet dem 
Studierenden, aber auch den Alteren Chemikern, die noch auf die 
mehr praktisch orientierte Forschungseinrichtung eingestellt sind, 
die neuen Theorien der organischen Chemie bekannt zu 
machen, und es ist dem Verfasser zu danken, daB er hierfiir eine leicht 


verstandliche Form gefunden hat.‘ Chemische Rundschau 
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H. DYCKERHOFF 


Worterbuch der physiologischen Chemie 


Fiir Mediziner 


Oktav. IV, 175 Seiten. 1955. Ganzleinen DM 18,50 


In dem vorliegenden Worterbuch ist ein groBer Teil der Erkenntnisse der physiolo- 
gischen Chemie in iiber 1200 alphabetisch angeordneten Begriffen niedergelegt und 
definiert. Die gegebenen Erlauterungen haben mitunter durchaus lehrbuchmaBigen 
Charakter, so daB das Buch mehr als ein Worterbuch ist. Die Schrift ist vor allem 
fir vielbeschaftigte Arzte und Kliniker gedacht, denen es eine wirksame Hilfe zur 
schnellen Orientierung fiir diagnostische und therapeutische Schliisse sein kann. Sie 
kann aber auch Naturwissenschaftlern und Studierenden, die an Problemen der 
physiologischen Chemie interessiert sind, als Nachschlagewerk empfohlen werden. <‘‘ 
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W. PSCHYREMBEL 


Klinisches Worterbuch 


Gegriindet von Otto Dornbliith. 107. — 116., mit einem erweiterten 
Nachtrag versehene Auflage. Oktav. XVI, 1075 Seiten mit 763 Ab- 
bildungen. 1955. Ganzleinen DM 16,— 


»Unter den medizinischen Terminologien hat das ,Klinische Wérterbuch‘ von Dorn- 
bliith seit langem eine besondere Stellung eingenommen und sich seit Jahrzehnten 
groBer Beliebtheit erfreut. Auf iiber 1000 Seiten mit 763 zum Teil neuen Abbil- 
dungen gibt es in handlicher Form erschépfend Auskunft iiber alle Begriffe der 
medizinischen Fachsprache. Es wird sowohl dem Arzt als ausgezeichnetes Nach- 
schlagewerk wertvolle Dienste tun, als auch dem Medizinstudenten, der Laborantin, 
Arztsekretarin und Krankenschwester ein guter Berater sein. Ihnen allen kann das 
auf neuesten Stand gebrachte ,Klinische Wérterbuch‘ warm empfohlen werden.“ 


Hippokrates 
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CHEMIE 


in der SAMMLUNG GOSCHEN 
Pro Band DM 2,40 - Doppelband DM 4,80 


G. Lockemann 
Geschichte der Chemie in kurzgefaBter Darstellung 
I: Vom Altertum bis zur Entdeckung des Sauerstoffs. 
142 Seiten mit 8 Bildnissen. 1950. (Band 264) 
II: Von der Entdeckung des Sauerstoffs bis zur Gegenwart. 
151 Seiten mit 6 Bildnissen. 1955. (Band 265/265a) 


W. Klemm 
Anorganische Chemie 
8. Auflage. 148 Seiten mit 18 Abbildungen. 1954. (Band 37) 


W. Schlenk 
Organische Chemie 
6., erweiterte Auflage. 263 Seiten. 1954. (Band 38/38a) 
W. Schulze 
Allgemeine und physikalische Chemie 
I: 4., neubearbeitete Auflage. 139 Seiten mit 10 Figuren. 1955. (Band 7] 
II. und III: In Vorbereitung (Band 698, 786) 


J. Hoppe 
Analytische Chemie 
5., verbesserte Auflage. 
I: Reaktionen. 135 Seiten. 1950. (Band 247) 
II: Gang der qualitativen Analyse. 166 Seiten. 1950. (Band 248) 


G. Jander - K. F. Jahr 
MaBanalyse 
Theorie und Praxis der klassischen und elektrochemischen Titrierve 
fahren 6. Auflage. 
I: 140 Seiten mit 18 Figuren. 1952. (Band 221) 
II: 139 Seiten mit 24 Figuren. 1952. (Band 1002) 


W. A. Roth 


Thermochemie 
2., verbesserte Auflage. 109 Seiten mit 16 Figuren. 1952. (Band 1057) 


E. Asmus 
Physikalisch-chemische Rechenaufgaben 
2. Auflage. 96 Seiten. 1949. (Band 445) 


W. Bahrdt - R. Scheer 
Stéchiometrische Aufgabensammlung. Mit den Ergebnissen 
5., verbesserte Auflage. 120 Seiten. 1952. (Band 452) 


A. Dassler 
Elektrochemie und ihre physikalisch-chemischen Grundlagen 


I: 149 Seiten mit 21 Abbildungen. 1950. (Band 252) 
II: 178 Seiten mit 17 Abbildungen. 1950. (Band 253) 
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